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Introduzione e Scopo della Tesi

Il cancro rappresenta la seconda causa di morteoeto
occidentale, dopo le patologie cardiovascolari Iéheet al,
2010). Nonostante i continui progressi compiuti ceainpo della
diagnostica, nella comprensione dei meccanismiuleil e
molecolari della patologia neoplastica, la progndsi molti
tumori e i tassi di mortalita ad essi associati osoimasti
pressoché invariati nell'arco degli ultimi trentfan

La cancerogenesi € un processo complesso, muitfasi
multifattoriale, che puo essere influenzato daofatendogeni
(es. predisposizione genetica, danni al sistemauniario e
inflammazioni croniche) e da numerosi fattori esog®
ambientali quali le abitudini alimentari, lo stde vita, i virus, le
radiazioni e I'esposizione ad agenti chimici.

Ci sono evidenze consistenti che associano
'inquinamento atmosferico con una serie di effstilla salute,
tra cui 'aumento dell'incidenza e della mortalpar patologie
cardiovascolari e respiratorie. Inoltre & noto thsposizione a
lungo termine alle emissioni dalle maggiori fontii d
combustione, sia fisse che mobili, di ParticolatbmBsferico
(PM), una miscela complessa ed eterogenea di smstan
organiche ed inorganiche, influenza non sehalpointcome la
morte prematura ma contribuisce anche all’insorgeed alla
progressione di patologie cliniche e subclinicheatio tipo, tra
cui le patologie tumorali (Popet al, 2006; WHO, 2006;
Krzyzanowskiet al., 2008; Forastiere, 2002).

Sulle emissioni del PM in aree fortemente antrogtiez

rilevante l'effetto del traffico veicolare, la perwa di impianti



per la produzione di energia, di riscaldamento ckiive e di
termovalorizzatori (Maguhat al, 2003).

Il tema dello smaltimento dei rifiuti & critico helsocieta
avanzate, caratterizzate da consumi elevati e grodiucrescenti
e pone numerosi problemi di natura tossicologicalagica e di
compatibilita con lo sviluppo del territorio.

La motivazione a impostare uno studio sugli aspetti
ambientali e sanitari nelle aree circostanti glceneritori
presenti sul territorio regionale nasce dalla cpasalezza di
guesta centralita e criticita, insieme con la ctdeisizione che
sono ancora inadeguate le evidenze relative afgitiefsulla
salute degli impianti di incenerimento rifiuti, G@®me non sono
ancora esaustive le informazioni relative a quaditigjuantita
delle sostanze emesse.

Gli approcci tradizionali nel monitoraggio ambideata
nella caratterizzazione del rischio associato ssaha sulla
determinazione chimica di un set di contaminaniorgari,
selezionati a partire dai dati tossicologici relati effetti legati
alla esposizione alle alte dosi. | campioni di megambientale
sono caratterizzati dalla presenza simultanea,veallilimolto
bassi, di numerosi contaminanti eterogenei, present
concentrazioni accettabili a norma di legge. | fawondotti
negli anni ‘90 sugli effetti degli inceneritori ham messo in
evidenza le emissioni di composti nocivi quali icldouri
policiclici aromatici (IPA), idrocarburi policiclic aromatici
nitrati (NIPA), diossine, furani e policlorodifen{PCB), oltre a
metalli pesanti, in quantita significative.

La stima degli effetti tossici e cancerogeni di ceie
complesse di origine ambientale, basata sull’andgs singoli

componenti, puo condurre a una sottovalutazione getenziali



interazioni tra le molecole presenti nella misceldosi inferiori
alla soglia di efficacia.

L'utilizzo di modelli sperimentaliin vitro sensibili e
predittivi permette una stima dell’attivita biolegi complessiva
del campione ambientale. Questo approccio consaiite
analizzare miscele reali estratte da diverse matnbientali, di
valutare le relazioni dose-risposta e di identrgcanarcatori
biomolecolari direttamente correlati con I'espasii. Tutto cio,
oltre a permettere di delineare un profilo tossigado della
miscela e a descriverne le interazioni tra le digegsomponenti,
rende piu attendibile la stima del rischio per #éute umana,
quando non siano disponibili dati di evidenze epidéogiche.

Il modello cellulare utilizzato, rappresentato dalinea
cellulare di fibroblasti murini BALB/c 3T3, costigce un
modello di riferimento per lo screening dei canger
ambientali, anche di quelli con meccanismo d’aziepigenetico
(promovente).

Tra i test alternativi di cancerogenesi, il test di
trasformazionein vitro su cellule BALB/c 3T3 rappresenta |l
modello sperimentale piu accreditato (OECD, 200Hemblum
et al, 2008) e gia ampiamente utilizzato per la valatazidel
potenziale cancerogeno di composti sia genotossiei non
genotossici e che presentano particolari caratitgres strutturali
predittive di cancerogenicita.

Sebbene esistano in letteratura numerosi e reltzesri
sperimentali che descrivono gli effetti acuti e rooo
dell’'esposizione ad inquinanti ambientali e, in tigatare, al
particolato fine, sono carenti studi il cui disegperimentale sia
in grado di offrire una visione organica dell’eati qualita dei

possibili danni indotti, di individuare biomarcaten grado di



predire, con un buon margine di certezza, il risgier 'uomo e
di consentire la stima di una relazione direttal'®aposizione
attuale e i possibili effetti futuri.

Recentemente lo studio delle interazioni gene-ambie
ha posto l'accento sullimportanza dell'individuaae di
biomarcatori specifici di esposizione, effetto, ch® e
suscettibilita, nella determinazione dei meccanidmazione di
miscele ambientali, per definirne la reale perisiiéo ed
effettuare stime accurate del rischio.

L'applicazione delle tecnologie tossicogenomichen c
particolare riferimento alla trascrittomica, caste uno
strumento prezioso per approfondire I'effetto toskgico di
contaminanti ambientali presenti sotto forma di&wgole singole
0 miscele complesse. Questo tipo di approccio cuaseli
definire i profili di espressione genica che sattam a risposte
biologiche complesse nell'intento di individuareimarcatori in
grado di predire il rischio per 'uomo, e di consenla stima di
una relazione diretta tra I'esposizione e i posisiffiietti.

Obiettivo della tesi e la valutazione mediante due
approcci in vitro, test di trasformazione cellulare e analisi
trascrizionale, della qualta dellaria in  prossini
dell'inceneritore di Bologna, confrontata con l'ar@rbana e
rurale, in relazione allinduzione di effetti tossie di
cancerogenesi indotti dal particolato, e la valiae della
variazione del rischio cancerogeno attuale indottalla
composizione dell’aria prossima all'inceneritorespetto alle
aree adiacenti.

Tale valutazione del rischio riguardera I'impiego d

metodi a soglia e probabilistici a seconda dell®lpgie/effetti



tossici considerati e sara eseguita a partire ddi delle
caratterizzazioni chimiche di PM, IPA, NIPA, diassie PCB
relativi ai campionamenti d'aria in siti di monigggio
diversamente interessati dallimpatto delle emisisiodel

termovalorizzatore.



CAPITOLO 1

Cancro e cancerogenesi chimica

1.1 Caratteristiche generali del cancro

Nel mondo occidentale il cancro rappresenta la regeo
causa di morte dopo le malattie cardiovascoldhnternational
Agency for Research on CandbhRC) ha stimato che nell’'anno
2008 le morti provocate dal cancro sono state Ililibnm con
3.2 milioni di nuovi casi (Ferlagt al, 2010). Il cancro, dunque,
continua ad essere una delle maggiori cause dienmartostante
I continui progressi compiuti nel campo della diaggica, nella
comprensione dei meccanismi cellulari e molecoldella
patologia neoplastica e conseguentemente nellaioterapia.

Il cancro e un disordine iperproliferativo e aggres che
evolve nella trasformazione cellulare, disregolagio
dell'apoptosi, angiogenesi e, se non é individwtauno stadio
precoce, puO invadere e metastatizzare altri organi
dell'organismo. La neoplasia € una massa anomaiesduto la
Cui crescita € eccessiva e scoordinata rispetteetagdel tessuto
sano anche dopo la cessazione degli stimoli chachamocato
I'alterazione; si comporta in modo afinalisticoesce a spese
dell'ospite ed € autonoma. La crescita del tessetaplastico e
devastante per l'ospite in quanto compete con lrileeed i
tessuti sani per gli apporti energetici e il sudistr nutritivo
(Willis et al, 1952).

Tutti i tumori, sia benigni sia maligni, hanno due
componenti basilari: le cellule neoplastiche pesiinti che

costituiscono ibarenchimae lostroma di supportocostituito da



tessuto connettivo e da vasi sanguigni. Le celbaeenchimali,
sebbene costituiscano la porzione proliferanteadedoplasia e
ne determino pertanto la natura, la crescita eolieione,

dipendono in maniera critica dal loro stroma. E dm@nte che vi
sia un apporto adeguato di sangue e che il tessaoettivo

stromale fornisca [lintelaiatura che sostiene lellute

parenchimali.

Nella maggior parte dei casi la distinzione tra duen
maligno e benigno puod essere fatta con consideresiolirezza
su base morfologica; talvolta, la classificaziomeund tumore e
resa difficile da una marcata discrepanza tra &tsp
morfologico di un tumore ed il suo comportamentoldgico.
Per questi motivi sussistono dei criteri per patestinguere le
due differenti forme tumorali:

v’ Differenziazione e anaplasialLa prima si riferisce al grado
di somiglianza tra cellule parenchimali neoplasicle
normali, dal punto di vista sia morfologico cheZiomnale. In
generale, tutti i tumori benigni sono ben differiatiz
viceversa, nell'ambito delle neoplasie malignestesio sia
forme ben differenziate che indifferenziate. Le piasie
maligne costituite da cellule indifferenziate, sodefinite
anaplastiche. Pertanto, la mancanza di differeronaz o
anaplasia, costituisce un carattere distintivo, iceddi
trasformazione maligna.

v Velocita di accrescimentoEssa € correlata con il livello di
differenziazione del tumore e, pertanto, la maggarte
delle forme maligne si accresce piu rapidamenteudille
benigne.

v Incapsulamento e invasivita Quasi tutti i tumori benigni si

accrescono come masse espansive e coesive, cheganma



localizzate nel sito di origine e non hanno la capadi
infiltrare o invadere siti anche distanti da quelth
provenienza; essi sviluppano un rivestimento disuss
connettivale chiamato capsula fibrosa, che |i sepadal
tessuto dell’ospite. Quelli maligni, invece, cresca@on una
infiltrazione progressiva invadendo e distruggendessuto
circostante.
v/ Metastasi Con poche eccezioni, tutti i tumori maligni

possono metastatizzare. Le metastasi sono imgiantrali
discontinui rispetto al tumore primario e rivelal@onatura

maligna di una neoplasia.

| fattori implicati nella cancerogenesi possonadkvsi in
estrinseci, cioeé fattori ambientali (virus, rad@zj prodotti
chimici, dieta, ecc.), ed intrinseci 0 geneticifretati con I'eta o
fisiologici (stato immunitario, equilibrio endocoh | fattori
ambientali interagiscono con quelli intrinseci macle piu
fattori ambientali od intrinseci possono tra lomfluenzarsi.
Inoltre, uno stesso tumore pud essere indotto tiiarifdiversi ed
uno stesso fattore puo provocare tumori diversia@énti capaci
di trasformare le cellulen vitro e di produrre tumori negli
animali da esperimento sono molto numerosi. Essiguro
comunemente suddivisi nelle seguenti categorie:
a. radiazioni;
b. agenti biologici tra cui spiccano i virus
oncogeni;
C. cancerogeni chimici.
Le radiazioni ed alcuni cancerogeni chimici sonosea

ormai ben documentate di tumori nelluomo; in akedarme di



neoplasia diventa sempre piu evidente un’ezioldgigoo virale
(Robbins, 2000).

1.2 Cancerogenesi chimica

| cancerogeni chimici provocano, come loro spegific
effetto avverso, la comparsa di cancro negli animalell’'uomo.
La risposta ai cancerogeni chimici varia con iliaeer della
specie, del ceppo, e del sesso degli animali direspnto.

Sebbene John Hill nel 1775 per primo avesse riciiiam
I'attenzione sulla correlazione esistente tra uso“smodato di
tabacco” e alcuni polipi alla mucosa nasale e albvfaringeo, e
soprattutto a Sir Percivall Pott, sempre nel 1€Hg dobbiamo
le prime acquisizioni sulla potenziale cancerogémidi alcune
sostanze chimiche. Pott correlo I'alta incidenzaalcro dello
scroto negli spazzacamini con I'esposizione croniglda
fuliggine (Pott, 1775).

La neoplasia rappresenta il risultato finale dipuacesso
multifattoriale e multifasico, denominat@ancerogenesiche si
traduce in una grave alterazione delllomeostasiuleet e
tissutale. E ormai acquisito che la trasformaziogeeplastica &
causata da piu eventi genetici sopravvenienti (moie,
delezione, traslocazione) che si accumulano nel REKkulare,
causando, alla fine, la perdita del controllo fisgico della
replicazione cellulare; il che si traduce, in genem un
aumentato tasso di proliferazione cellulare, neth@ntata
sopravvivenza cellulare dovuta all'inibizione delropesso
fisiologico della morte programmata o apoptosigébiocco del
programma di senescenza cellulare con una perssten

attivazione dell'attivita telomerasica (Carbagteal, 2004).



Il concetto di cancerogenesi inteso come processo
multifasico suggerisce che il cancro si generi iegusto
all'accumulo di mutazioni somatiche in una singo#dula in un
determinato periodo di tempo e si manifesti in aaoni
fenotipiche, da una cellula sana in una cellular@eplastica, e
progredisca nella neoplasia. | tumori indotti cliamente sono
caratterizzati da lunghissimi tempi d’insorgenzajl'aomo il
tumore si sviluppa anche a distanza di decine di @opo
I'esposizione al cancerogeno.

Il processo di cancerogenesi chimica € generalmente
suddiviso in tre stadi Hg.1.1): iniziazione, promozione e

progressione.

[ Cancerogeni
g I CELLULA
N \
% * Formazione di
= ENZIMI molecole reattive CELLULA
< DANNEGGIATA
N MICROSOMIALI _
Zz * Formazione di * Riparazione
addotti di DNA del DNA
* Detossificazione CELLULA PRE-
di molecole INIZIATA
reattive
CELLULA
INIZIATA
Ll . : ;
= « Alterazione dell'espressione genica
©
N
g « Soppressione della risposta immune
2
o « Aumento della divisione cellulare
CELLULA
w « Scambio di DNA tra cromosomi TUMORALE
& BENIGNA
8 « Espressione di oncogeni
w —
n: l
8 « Mutazioni addizionali
g CELLULA
CANCEROSA

Figura 1.1: Fasi della cancerogenesi ed eventi paipali.
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L’iniziazione € un processo rapido e irreversibile in cui
I'esposizione ad un agente cancerogeno genotossicoatura
chimica, conduce ad un danno cromosomico 0 a nutazi
genetiche non letali. Una cellula iniziata rimarergmnemente
alterata ed e probabile che essa dia origine @dmore, ma tale
iniziazione, da sola, non e sufficiente alla forrae di un
tumore.

Tutti i cancerogeni mutageni hanno una proprieta in
comune: sono altamente elettrofili, possiedono atelettron-
deficienti, e possono reagire con componenti caliuiucleofili.
| reagenti elettrofili possono attaccare diversi tsa cui DNA,
RNA e proteine (Robbins, 2000). L’interazione tragéente
cancerogeno e il DNA non ¢ del tutto casuale ed olgisse di
sostanze tende a produrre un determinato tipo dinaa
imprimendo una sorta di “impronta digitale” moleama.

Nelle diverse basi azotate esistono gruppi chimici
particolarmente vulnerabili all'azione degli agentiizianti,
corrispondenti alle zone di parziale carica negatiel DNA.
L’interazione dell’agente iniziante determina mazhzioni
strutturali delle basi azotate che possono detenmidistorsioni
della doppia elica e appaiamenti errati nel corsellad
duplicazione del filamento.

Le sostanze cancerogene inizianti sono distintelue
categorie:

* | cancerogeni direttsono in grado di interagire direttamente

con il DNA e di essere rapidamente eliminati daglparati
escretori. Sono caratterizzati da una spiccatafiiidita
determinata dalle numerose cariche elettriche $Sojzr,

elettrofilicita e da capacita mutagene.
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» | cancerogeni indirettio precancerogeni, invece, a causa

della loro struttura chimica, non possono intemagir
direttamente con il DNA ma richiedono una conversio
metabolicain vivo per dare origini a molecole terminali
capaci di trasformare le cellule. Sono quindi detfielecole
neutre, idrofobe e lipofile (Guengerich, 1985).

Tali cancerogeni, una volta assorbiti, vengonoalait ad
organi preposti alla modificazione di sostanze eseg per
renderle compatibili con i meccanismi di escrezio@& organi
principalmente interessati a queste trasformazono il fegato
e la vescica. In queste sedi i precancerogeni @iimalano e
vengono modificati in modo da essere resi idrosblub
Automaticamente, in questo modo, acquisiscono ankhe
capacita di interagire con il DNA delle stesse uwellche ne
hanno mediato la trasformazione.

La loro conversione metabolica e realizzata dagirai
di fase |, Il, e lll deldrug metabolismll potere cancerogeno di
una sostanza chimica e determinato non solo dabtivita
intrinseca del suo derivato elettrofilo, ma ancladi’equilibrio
tra attivazione metabolica e reazioni di inatticeas
(Guengerich, 2001).

Affinché si sviluppi il cancro € necessario che le
mutazioni interessino geni importanti per il fun@onento della
cellula stessa (Hanahahal, 2000). Essi sono:

 Geni oncosoppressori molecole che controllano
negativamente la proliferazione cellulare. | duenige
oncosoppressori pit noti sono quelli che codificaao
proteina 53 (p53) e la proteina Rb. La p53 e unorfat
cellulare che inibisce la progressione verso la faslel ciclo

cellulare mantenendo la cellula in fase G1, regidaia

12



sopravvivenza e la differenziazione. A differenzanblti
geni oncosoppressori che si comportano da recep&i8isi
comporta come gene dominante. Infatti mutazioni che
interessano anche solo uno dei due alleli del geb@
(condizione di eterozigosi) possono comprometteae |
funzionalita della proteina rendendola inattiva aall
dimerizzazione funzionale. La proteina Rb e regolddalla
fosforilazione; nelle cellule quiescenti Rb si t@owella
forma ipofosforilata che rappresenta la forma attdella
molecola che si lega al fattore di trascrizione H2F
inattivandolo. Nelle cellule in fase G1, Rb viermsfbrilata

inibendo cosi il legame con E2F-1.

* Oncogeni sono gli elementi chiave dei processi di

proliferazione, di sopravvivenza, di crescita e di
differenziamento cellulare. Derivano dai proto-ogeoi,
geni che promuovono la crescita cellulare in divensdi.
Tra i loro prodotti, si riconoscono molecole di elige classi
funzionali come fattori di crescita, recettori sifiec per
fattori di crescita, messaggeri secondari e fattdri
trascrizione necessari all’attacco dellRNA-polimagr sul
promotore del gene relativo. Mutazioni nei prot@ageni
possono modificare la loro funzione, aumentandguiantita
o l'attivita delle proteine prodotte. Quando questwade
diventano oncogeni e le cellule hanno una maggiore
probabilita di dividersi in maniera eccessiva eoitcollata. |
promotori degli oncogeni agiscono a cascata: iofattli
crescita, legandosi agli specifici recettori présesulla
membrana cellulare, innescano dei messaggeri segai
finiscono con l'attivare una serie di fattori tragmnali che

consentono l'avvio della trascrizione dei geniwelti.
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* Geni apoptotici, che presiedono, cioe, la morte cellulare
programmata. Questo processo e attuato dalla &eitul
condizioni  fisiologiche per controllare gli effetti
dell’'eccessiva proliferazione cellulare (Carbateal, 2004;
Tsaoet al, 2004).

* Geni che regolano la riparazione del DNA come |l
complesso deMismatch repair(MMR). E un sistema di
riparazione che gioca un ruolo critico nel contoll
dell'integrita del genoma in tutti gli organismiidaatteri agli
uomini. Negli eucarioti il sistema dehismatch repair
mostra la presenza di due differenti complessi gicot
eterodimericii MSH2-MSH6 (Mut® e MSH2-MSHS3
(MutSB). Questi due complessi riconoscono differenti tipi
disappaiamenti: Muts € responsabile della riparazione di
basi mal appaiate, MupS responsabile della riparazione di
inserzioni o delezioni di grande entita mentre amtoi i
complessi  sono implicati nella riparazione di
inserzioni/delezioni di una singola base. Mutaziargarico
di questi geni provocano una mancata riparazioh® e\,
le mutazioni accumulate spingono la cellula in apsip
oppure ad una proliferazione incontrollata (Koladetal,
1996).

I primo evento essenziale per il processo di
cancerogenesi € rappresentato dalla mancata ripaeazel
DNA. Tuttavia, affinché l'alterazione diventi eréathile, occorre
che il segmento di DNA che contiene il danno verglicato.
Pertanto, perché liniziazione avvenga, le cellaleerate dal

cancerogeno devono subire almeno un ciclo rephiecaih modo
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che la modificazione del DNA si possa fissare eenqike
permanente.

Si deve ricordare che le cellule iniziate non scrbule
tumorali; non possiedono crescita autonoma e nandan solo
marker genotipico o fenotipico, facilmente idemtibile. A
differenza delle cellule normali, tuttavia, sono seeittibili
all’azione di promotori, e danno origine a tumouagdo sono
convenientemente stimolate con agenti promuovdRnibbins,
2000).

La promozione e un processo relativamente lento (anni) e
reversibile, mediante il quale dalle cellule inteigi sviluppa una
neoplasia benigna. Le sostanze responsabili di etadinti, i
promoventi, non sSono cancerogeni se somministrati
separatamente dall’iniziante, non interagisconettiimente con
il DNA e sono quindi definiti non-genotossici.

L'evento determinato dal promotore che scatena la
trasformazione cellulare e quindi lo sviluppo detkeoplasia e
I'induzione di una intensa proliferazione cellula€@uest’ultima
viene indotta attraverso meccanismi epigenetitéragendo con
specifici recettori di superficie e/o attivando @edi messaggeri
intracellulari. Altri meccanismi prevedono un’azégenotossica
indiretta realizzata attraverso [Iattivazione di efossici,

premutageni e precancerogeni (Paainal, 1992 e 1994).

La progressioneé una fase, generalmente irreversibile,
che conduce all'ultimo stadio della cancerogendsita cellula
tumorale benigna a quella maligna fino alla mesasta cellula

tumorale benigna e caratterizzata da una maggis®hilita

genetica rispetto alla cellula normale di derivaeice questo
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provoca l'insorgenza di nuove e numerose mutazjemetiche
che ne alterano il fenotipo. Tali danni geneticriettono nella
comparsa di sottopopolazioni cellulari che diffeoiso tra loro
per diverse caratteristiche quali linvasivita, Gapacita di
accrescimento e di formare metastasi, alteraziord d

metabolismo genetico (Schedihal, 2004).
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CAPITOLO 2

| test alternativi

2.1 Il saggio di cancerogenesiin vivo e i test

alternativi

Nel campo della tutela del’ambiente e della salutena,
e obiettivo prioritario migliorare la comprensiodei rischi, in
particolare quello cancerogeno, legati all'esposei a
contaminanti ambientali. In particolare, va persegu
I'elaborazione di metodi affidabili e convalidatide solidi dati
analitici in diverse aree dell'analisi tossicol@gianitamente allo
sviluppo, convalida e applicazione di metodi e tetye
innovativi, per permettere una migliore valutazioiee rischi.

Nell’ambito della valutazione del rischio da espasie
uno dei problemi maggiormente dibattuti € la gqaalé la
quantita di test necessari all'identificazione dabtenziale
cancerogeno e, piu in generale, del profilo todsgioo dei
contaminanti ambientali. La caratterizzazione tadsgica
dovrebbe disporre di strumenti veloci, predittivi & costo
contenuto.

L'identificazione del rischio riguardante il poteale
tossicologico di una data sostanza prevede la amabre di
diversi aspetti: da wuna parte lo studio di propriet
tossicodinamiche e tossicocinetiche, sia qualigatiche
guantitative, legate all'assorbimento, al poterzialdi
bioaccumulo, alla distribuzione nei tessuti delfanismo, al
metabolismo ed ai fattori legati all’eliminazioné&raverso gli

escreti, dall’altra una valutazione tossicologita $enso lato”
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che possa fornire i parametri per una stima dethiis da
esposizione a una data miscela in una matrice idontale da
fornire relazioni dose-risposta.

I modelli in vivo di cancerogenesi nel roditore sono
considerati affidabili per lo studio sperimentalel dischio
cancerogeno per 'uomo.

Il test di cancerogenesi nell'animale (OECD, 2009)
prevede la somministrazione della molecola a 3 giyisger
periodi molto lunghi (almeno 2 anni e spesso péatla vita
dellanimale). Richiede un numero adeguato di afinak
entrambi | sessi e di due specie differenti, nomeaite ratti e
topi ma anche non roditori. La somministrazione ctainposto
oggetto d’esame deve essere effettuata, quandbipesper vie
compatibili con l'esposizione umana (generalmentaleo e
inalatoria).

| test a lungo termine su animali, tradizionalmepiato
di sicuro riferimento per la categorizzazione dam@erogeni, in
assenza di dati epidemiologici o a rafforzamentoqdesti,
dimostrano, oltre a “costi” di carattere etico, laadimitazioni
scientifiche tali da indurre difficolta nell’'estralazione
alluomo. La generalizzazione da modello animalsoggetto
umano € basata sulla vicinanza filogenetica traoggstti,
presupponendo che questa vicinanza evolutiva implima
vicinanza anche nei meccanismi fisiologici, pataioge
molecolari studiati. Sono pero da tenere in comamlene la
variabilita tra specie, ceppo e genere unitameltgevariabilita
nella risposta organo specifica sia tra specieictraspecifica.
Sussistono sostanziali differenze anche a livelletaiolico:

nella velocita dei meccanismi di assorbimento &asporto tra
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vie di somministrazione diverse e tra somministaegi
sperimentale e umana.
I modelli animali, inoltre, trovano un limite sidmativo

nel loro costo e nella durata.

Nel corso degli ultimi due decenni sono stati fattievoli
sforzi verso lo sviluppo e l'approvazione intermamle di
metodi alternativi ai test che prevedono l'utilizzicanimali. Con
l'istituzione dellAnimal Welfare Guidelinenel 1986, I'Unione
Europea inizio una politica di sviluppo e uso di tou
alternativi, definiti come “sistemi che possonoegssusati per
sostituire, ridurre o affinare l'utilizzo della sp@entazione
animale nella ricerca biomedica, nei test e néllimone”.

Tale definizione risale ad un testo del 1959 (Rilsswl
Burch, 1959), ed € comunemente conosciuta comefinizione
delle “3 R:replace, reduce, refirfie per cui € alternativa alla
sperimentazione animale una qualsiasi tecnica che:

* Rimpiazzi totalmente l'uso degli animali con tetwidn
vitro (replacemern)t

* Riduca il numero degli animali necessari ad eseguin
determinato saggio, pur ottenendo lo stesso livallo
informazione (eductior);

* Raffini un metodo per ridurre la sofferenza imposta
all'animale durante I'esecuzione di un saggadiiemenk

Il replacementg stato ulteriormente distinto da Russell e
Burch in assoluto ('animale non viene usato insoes fase
dell’esperimento) e relativo ('animale viene usakr un certo
Scopo, per esempio, per prelevare un organo o ttegser
preparare la coltura primaria), ma umanamente fgato, per
limitarne al massimo la sofferenza.
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La definizione di metodi alternativi include teserve
propri {estingmethod¥ come esperimenin vitro, ex-vivoo test
in vivoridotti, e approcci diversnpn-testing methogls

La necessita di sviluppare test tossicologici e di
cancerogenesin vitro sorge, quindi, dall’esigenza di ridurre
'uso di animali da laboratorio e contemporaneament
standardizzare sistemi rapidi e a basso costotearaati da
rilevanza, validita e riproducibilita.

In continuita con questa politica, il regolamentBATH
(Registration Evaluation and Authorization of CHeatsc
http://eur-lex.europa.eu) incoraggia l'utilizzo dlaamessa a
punto di metodi alternativi ai tegt vivo convenzionali per lo
screening di tossicita e di cancerogenesi e racaden@he la
registrazione delle sostanze chimiche sia raggiomgdiante il
minor utilizzo possibile di sperimentazione su aalim da
considerare come ultima “risorsa” per [I'ottenimentdi

informazioni (Lilienblumet al, 2008).

Gli studi in vitro presentano notevoli vantaggi per lo
studio dei cancerogeni, quali la rapidita, I'ecomtta e la
riproducibilita, oltre alla possibilita di valutata relazione dose-
risposta. Permettono inoltre l'identificazione dirametri critici
per gli effetti avversi e lo studio dei meccanignolecolari alla
base degli effetti biologici. Nei modelli cellulam vitro e,
infatti, possibile verificare un pannello di mamat
biomolecolari corrispondenti aendpoint rilevati in vivo
nell'animale e nel'uomo. Un buon modeiio vitro permette di
approfondire i meccanismi molecolari di trasfornoaa

neoplastica, fornendo informazioni utili da tragkenella pratica
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clinica. In questo modo € possibile individuarepiofilo di
attivita di composti biologicamente attivi o di asgzioni di
molecole evidenziando anche eventuali fenomeni di

cooperazione o antagonismo.

2.2 |l test di trasformazione cellulare

| modelli di trasformazione cellulare, che mimancuae
delle tappe del processo di cancerogenesi muttdasi vivo,
sono ampiamente utilizzati per lo studio della emagenesin
vitro.

Questi modelli permettono lo studio del potenziale
cancerogeno di agenti fisici, come le radiazionidieagenti
chimici, sia singoli che associati in miscele andoenplesse.
Sono proposti come screening di secondo livellocpercerogeni
e come test di screening di elezione per cancerogen
genotossici, non identificabili con i test di mutagsi.

Hanno permesso lo studio dei meccanismi cellulari e
molecolari alla base della cancerogenesi e delorudéi
cancerogeni nelle sue diverse tappe.

La trasformazione cellulare implica I'induzioneadellule
in coltura di particolari alterazioni fenotipicheshe sono
caratteristiche di cellule tumorali e che possomseee indotte
esponendo cellule di mammifero ad agenti cancerogen

I fenomeno della trasformazione morfologica delle
cellule conduce a cambiamenti nel comportamento et n
controllo della crescita delle cellule in colturepsi come a
modifiche della morfologia cellulare, a yvattern di crescita
disorganizzato e all’acquisizione della capacita alescita

ancoraggio-indipendente (Combetsal, 1999).
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Le cellule trasformate producono fattori di crescit
autocrini e possono indurre formazione di tumoriampo
iniettate in ospiti appropriati (tumorigenicitd)s€e acquisiscono
la capacita di dividersi in modo indefinito, divanto cellule
definite “immortalizzate”. Tale capacita e assaxiad altri
cambiamenti come il cariotipo aneuploide, I'altaradtabilita
genetica e la resistenza all'apoptosi.

| sistemi di trasformazionein vitro misurano la
conversione fenotipica che conduce all'acquisiziom
caratteristiche maligne in cellule di mammifero egp a
sostanze chimiche e sono capaci di rilevare siaerageni
genotossici che non genotossici.ehdpoint di questi test
facilmente individuabile, e rappresentato falustrasformato. Il
numero di foci maligni e direttamente correlato alla dose
(LeBoeufet al, 1999; Sakai, 2007).

| modelli di trasformazionén vitro piu usati per lo studio
della cancerogenicita sono il modello SHByilan Hamster
Embryo celly e i modelli C3H 10T1/2 e BALB/c 3T3.

Le cellule SHE sono colture primarie derivate dalla
disgregazione di embrioni di hamster e hanno quimdassetto
cromosomico  normale. La comparsa di colonie
morfologicamente trasformate viene correlata a teeffdel
cancerogeno sulle fasi iniziali della cancerogenesi

Le cellule C3H e 3T3 sono invece fibroblasti murini
(rispettivamente di prostata ed embrionali) immiartati, che
quindi hanno gia compiuto alcune tappe sulla vidlade
trasformazione. La comparsa @bci di trasformazione sul
monostrato normale € indice di effetti sulle fasi tardive del

processo di cancerogenesi.
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2.2.1 1l modello di trasformazione BALB/c 3T3

I modello sperimentale rappresentato dal test di
trasformazione cellulare BALB/c 3T3 e un utile stento
predittivo per la definizione del profilo tossicgioo e della
possibile attivita cancerogena di composti chimigijscele
complesse o associazioni ed € in grado di formiferinazioni
sul ruolo che esse hanno nelle differenti tappepdetesso di
cancerogenesi. La struttura stessa del test canseint
programmare I'esposizione delle cellule al cancenogscelto
sia in momenti differenti del processo multifasicadi
trasformazione che per tempi differenti. Viene ttfatilizzato
da tempo per lo screening di cancerogeni e di pvemb
(Colacciet al, 1990; Peroccet al, 1991; Colaccet al, 1995;
Colacci et al, 1996; Mascoloet al, 2010). Il test di
trasformazione in cellule BALB/c 3T3 presenta uelgta
concordanza con i test di cancerogenesi nell’amnmal puo
discriminare tra sostanze inizianti e promoventitazge
all’utilizzo della variantdwo—steps

Il protocollo sperimentale e stato sottoposto aol siudio
di  prevalidazione coordinato dallECVAM  concluso

recentemente (Tanalks al, In Pres3.

Le cellule BALB/c 3T3 sono una linea stabilizzata
ipotetraploide di fibroblasti embrionali murini atsi alla
crescita in vitro (immortalizzati). Non possono essere
considerate cellule completamente normali visto itipeocesso
di immortalizzazione ha determinato I'insorgenzadeuploidia
e di una certa eterogeneita cellulare; esse duihgueo gia

compiuto alcune tappe del processo di trasformazidale linea

23



cellulare ha pero conservato in maniera specificaostante
caratteristiche essenziali proprie delle cellulernmedi quali
crescita dipendente da ancoraggio soggetta adzimii@ da
contatto, formando a confluenza un monostrato naotie
regolare, assenza di tumorigenicita e bassa frequedi
trasformazione spontanea.

Il trattamento con un composto chimico o una meag!
composti cancerogeni determina la perdita di tatteristiche e
la conseguente insorgenza di cloni di cellule tamhte {oci), il
cui fenotipo e francamente maligno. Queste celitdsformate
sono fusiformi, formano pluristrati, sono densertdmente
basofile e mostrano un orientamento casuale alldepa del
focus(Fig. 2.1).

- ;.‘-qﬂ-g S
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Figura 2.1 Immagine al microscopio ottico di dbcustrasformato con evidente
carattere infiltrante nei confronti del monostrath cellule BALB/c 3T3.
Ingrandimento 40X.

La frequenza di trasformazione €&, in genere, unaifme
della dose di trattamento e segue un andamentootigi un
evento raro (distribuzione di Poisson), in linea ¢ possibilita
di insorgenza di un tumoie vivo.

Recentemente 'OECD ha pubblicato Detailed Review

Paper(DRP 31) che ha revisionato tutta la letteraturajticata
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sui test di trasformazione, al fine dello svilupgouna linea

guida OECD (OECD, 2007). La capacita del test di

trasformazione di predire la cancerogenicita di gosti chimici

in cellule di mammifero BALB/c 3T3 € stata valut@i@ndendo

in considerazione 186 sostanze chimiche, comprénden

= 165 composti chimici organici, di cui 112 risultano
cancerogeni per i roditori € 53 non cancerogeni padlitori;

= 21 composti chimici inorganici, di cui 15 risultano
cancerogeni per i roditori € 6 non cancerogeni pedgitori.

Dai dati derivanti da questi studi si & visto ch@6% dei
cancerogeni organici e 1'87% di quelli inorganicng risultati
positivi nel saggio di trasformazionm vitro BALB/c 3T3
(OECD, 2007). L’analisi dei dati storici mostra chetest in
BALB/c 3T3 presenta elevata concordanza con i dhti
cancerogenesn vivo, buona sensibilita e specificita e un buon
livello di riproducibilita intra- e inter-laboratar (OECD, 2007).

Tutti i modelli, comunque, confermano che il pramesli
trasformazione cellularen vitro € un processo multifasico,
comparabile con il processo tumoral® vivo, che la
proliferazione cellulare dopo I'esposizione al @ngeno e
determinante per ottenere la manifestazione feicatip
dell'avvenuta trasformazione, che una esposizioffecaee
dipende dal ciclo cellulare e che gli effetti gayssici possono
essere misurati direttamente sulle cellule trattat®orrelati alla
trasformazione (Kakunaga, 1985; Matthews al, 1993a;
Matthewset al, 1993b; Combe®t al, 1999; LeBoeutfet al,
1999; Sakai, 2007; OECD, 2007). La possibilita tiemere
curve dose-risposta, a concentrazioni anche matsdy crea i

presupposti per un’integrazione dell’informazioneediante
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modelli matematici e di simulazione per I'estragatae dei dati

ottenuti al fine della predizione del rischio peomo.

2.3 Tossicogenomica: la trascrittomica

“Recital 40 La Commissione, gli Stati membri, l'industria
e gli altri soggetti interessati dovrebbero corgireua contribuire
alla promozione, a livello internazionale e nazlenai metodi
di prova alternativi, tra cui metodologie assistf® computer,
appropriate metodologien vitro, metodologie basate sulla
tossicogenomicae altre metodologie pertinenti. La strategia
comunitaria di promozione di metodi di prova altgivi € una
priorita e la Commissione dovrebbe garantire clsa esnanga
tale nell'ambito dei suoi futuri programmi quadiaiderca e di
iniziative quali il piano d'azione comunitario darprotezione e
il benessere degli animali 2006-2010. Si dovrebbetare alla
partecipazione degli operatori e ad iniziative dwgnvolgano
tutte le parti interessate.” (Reg. EC 1907/2006).

L’avvento delle nuove tecniche di biologia molecelde
cosiddette OMICS, dai suffissi dianscript-omics prote-omics
e metabol-omicsconsentono lo studio dei cambiamenti cellulari
mediante I'analisi dei profili, rispettivamente, litEspressione
genica, proteica e della produzione di metabdise inoltre
permettono di rivelare in una fase molto precocsviduppo di
un’alterazione cellulare o tissutale: in tal modoediante lo
studio degli effetti e dei meccanismi d’azione eabstanze in
esame e possibile valutare quali siano i cambianmeoliecolari
che precedono l'evento tossico in sé, definendoi cow

“impronta  digitale” (oxicological signaturg potenziale
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biomarcatore d’effetto per uno specifico compost@er un
gruppo di composti con analogo meccanismo/bersaglio

L'applicazione delle tecnologie tossicogenomichen c
particolare riferimento alla trascrittomica, caste uno
strumento innovativo per approfondire l'effetto domposti
chimici, consentendo di monitorare I'esposizion@jutare la
pericolosita e il meccanismo d’azione, classificlresostanze
tossiche, definire la risposta a dosi differentpntribuire
all'estrapolazione da specie a specie e predirevaldabilita
individuale, limitando nella sperimentazione I'usiotestin vivo
e quindi il numero di animali utilizzati.

La tossicogenomica rappresenta un approccio utde,
grandi potenzialita, nella valutazione del protibssicologico di
una sostanza o miscela perché consente di inteerdijatero
genoma in seguito all’esposizione. Si valutanoahmodo le
interazioni gene-ambiente e si individuano quahig®no attivi
in una cellula in risposta ad un determinato irsult

L'approccio piu promettente per lindividuazione di
biomarcatori da utilizzare nel monitoraggio ambaat e
rappresentato dall’analisi trascrizionale, median@NA
microarray, che si focalizza su quella piccola petaale del
DNA eucariotico funzionalmente attiva, ossia indygrali essere
copiata in RNA messaggero (mRNA) quindi tradottgroteine
che agiscono singolarmente o dopo formazione diptessi per
sostenere molteplici funzioni della cellula.

In questo modo é possibile definire i profili dpesssione
genica che sottendono a risposte biologiche corsgles
nell'intento di individuare biomarcatori in grada dredire il
rischio per 'uomo, e di consentire la stima di umdazione

diretta tra I'esposizione e i possibili effetti.
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Il termine microarray sta pemfiicroscopic glass arrdy
ossia disposizione ordinata, o schieramento, swainno da
microscopio, di elementi, o sonde, che consentdérlegame
specifico di geni o prodotti genici. Le singole denoprobe di
cui il dispositivo & costituito sono legate al sapp su piccole
aree circolari disposte secondo un preciso ordieemgtrico
lungo linee orizzontali (righe) e linee verticako{onne), in
modo del tutto analogo a quello dei numeri di ursdrive.

| microarray a DNA, legando gli mRNA della cellulae
misurano, in opportune condizioni sperimentali, daantita
relativa e forniscono cosi una immagine dell’atéividei suoi
geni, cioé dell'attivita trascrizionale della cé#fiistessa. Cio che
si ottiene e una sorta di “foto istantanea” del dyoadi
espressione genica.

Il funzionamento delle matrici si basa sull'inteae di
legame tra biomolecole complementari, ovvero trasémde
fissate alla matrice e le molecole ad esse compitargossia in
grado di formare con esse legami a elevata stezetmita)
presenti in un campione biologico. Ciascuna sondBMA é
specifica per una singola sequenza complementasegoenza
bersaglio, di acido nucleico previamente marcat;n am
fluorocromo ed € in grado di legarla anche quandesta sia
presente in una miscela complessa, quale puo essegstratto
cellulare, generando cosi un segnale misurabile.

La lettura viene effettuata eccitando il marcatore
fluorescente con laser di una determinata lunghetaada e
misurando poi la fluorescenza emessa, anch’essaadspecifica
lunghezza d’onda. | due marcatori fluorescentiyilizzati sono

il Cy3, che viene eccitato a 550 nm ed emette arf§81(luce
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verde) e il Cy5, che viene eccitato a 649 nm edttenae670 nm
(luce rossa).

Quando il bersaglio sia rappresentato dallmRNA
cellulare, I'intensita luminosa di ciascun elemed#dla matrice
fornira indicazioni sulla quantita di mRNA sintet&to da
ciascuno specifico gene. In altri termini, si ateun quadro
dell'attivita trascrizionale dei singoli geni, oasiun profilo
dell’espressione genica cellulare.

Diversi dati di letteratura hanno evidenziato I'ionfanza
di utilizzare approcci trascrizionali per lo studd miscele
ambientali come il fumo di sigaretta, emissioni seie e
particolato urbano (Maundeet al, 2007; Heguyet al, 2006;
Verheyen et al, 2004; Mahadevaret al, 2005). L’effetto
comune di questi contaminanti interessa la modoitezidi geni
coinvolti nella risposta a stress ossidativo, ajgpenti al
sistema di attivazione metabolica degli xenobicicesponsabili
del processo inflammatorio. Accanto alla risposthutare, allo
stress, sono stati anche evidenziati geni spedélttiesposizione
a ogni singola miscela che hanno consentito diiazgunuove
conoscenze sul meccanismo d’azione dei contaminanti

ambientali oggetto di studio (Senal, 2007).
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CAPITOLO 3

Il Risk Assessment

3.1 Valutazione dell’evidenza di cancerogenicita

Il processo di valutazione del rischio tossicologjguo
essere suddiviso in quattro faBazard identificationrelazione
dose-risposta, valutazione dell'esposizione e tesizatazione
del rischio.

Nella lingua italiana spesso pericolbagard e rischio
(risk) vengono utilizzati come sinonimi, ma in ambito
tossicologico non lo sondtazardsi riferisce alle manifestazioni
tossiche osservate indotte da una quantita nataalsostanza in
condizioni note di esposizione, mentigk esprime la probabilita
che un pericolo (o piu pericoli) identificato(i) giossa(no)
realizzare in condizioni di esposizione prevedililewalle,
1999).

Si parla di sicurezza per la salute umana riguardo
I'esposizione a sostanze potenzialmente tossichre ggado di
causare patologie nella popolazione, quando si puo
concretamente prevedere che determinate dosi genemaion
provocheranno effetti sanitari negativi. Poiché rikchio
tossicologico, e anche quello cancerogeno, pagrazon esiste,
e implicito nella definizione sopra fornita che cisio” non é
sinonimo di assenza di rischi. Non si fa riferinterd una
condizione di “rischio zero” ma alla riduzione dechio sotto
una soglia convenzionalmente accettata come srifiemente
bassa.

Dovendo convivere con fattori cancerogeni e non
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esistendo il rischio zero cancerogeno, e indisgelesaffettuare
la stima del rischio cancerogeno.

Il primo passo nelrisk assessmené determinare con
certezza, con buona probabilita o con documentadailplita la
cancerogenicita per 'uomo di una specifica espose, avendo
a disposizione dati adeguati e accettabili.

Gli enti che a livello internazionale si occupano d
identificare e classificare i rischi di canceroggtai di agenti ed
esposizioni cancerogene sono, oltre alla Commissidalla
Unione Europea (UE) che produce classificazionipdricolo
(categoria 1, 2 e 3, ora IA, IB e I, ovvero acagytprobabili e
possibili cancerogeni per I'uomo),nternational Agency for
Research on CancgtARC) che pubblica lédMonographs on the
Evaluation of Carcinogenic Risks to Human'dJS National
Toxicology Program{NTP) che pubblica con cadenza biennale il
Report on Carcinogense |U.S. Environmental Protection
Agency (U.S. EPA) che sviluppa valutazioni del rischio
cancerogeno e, a livello nazionale, la CommissiGoesultiva
Tossicologica Nazionale (CCTN) che ha operato alrz001.

La IARC classifica i cancerogeni noti nei segugntippi
(IARC, 2010a):

» Gruppo 1: cancerogeno accertato per 'uomo: vifBcsente
evidenza di cancerogenicita nelluomo in  studi
epidemiologici adeguati oppure quando I'evidenza di
cancerogenicita e insufficiente per gli esseri umara
risulta un'evidenza sufficiente di cancerogenigitanimali
da esperimento ed e noto il meccanismo d'azioleomio.

» Gruppo 2A: probabile cancerogeno per 'uomo, sbidae di
evidenza limitata nell'uomo e di evidenza suffi¢teemei

piccoli roditori. Un composto e incluso in questtegoria
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anche quando e presente una inadeguata evidenza di
cancerogenicita nelluomo e una sufficiente eviderlz
cancerogenicita nell'animale purché sia dimostdie la
cancerogenesi in quest'ultimo sia mediata dallcssste
meccanismo d'azione.

» Gruppo 2B: possibile cancerogeno per 'uomo, shbéae di
evidenza limitata nelluomo e di evidenza non siéinte
nell'animale oppure di evidenza sufficiente nelifaale ed
evidenza inadeguata nel’'uomo oppure esclusivamsuita
base di dati relativi al meccanismo d'azione.

* Gruppo 3: non classificabile. Questa categoria alits
raccoglie agenti per cui l'evidenza di canceroggnie
inadeguata o limitata in esperimenti su animali. clsi
eccezionali, agenti la cui cancerogenicita e inadegper gli
esseri umani ma sufficiente in animali da laboiator
possono essere collocati in questa categoria quaiosia
una forte evidenza del fatto che il meccanismo di
cancerogenicita in animali da esperimento non sistésso
per 'uomo.

» Gruppo 4: probabile non cancerogeno per 'uomaasbiise
di evidenze che suggeriscono l'assenza di canceiate
nel roditore e nelluomo e, in alcuni casi, sullasé
dell’evidenza che suggerisce I'assenza di canceroitg nel
roditore e I'inadeguatezza o la mancanza del ddtwemo,

in presenza di altri dati rilevanti.

La classificazione CCTN era analoga a quella IARE e
quella dellEPA che distingueva, fino a poco tenfi@p5 gruppi
(U.S. EPA, 2005):

» Gruppo A: cancerogeno per 'uomo.
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* Gruppo B: probabile cancerogeno per I'uomo (Bl con
evidenza limitata di cancerogenicita in studi epiagogici;
B2 con evidenza sufficiente di cancerogenicita tudis su
animali).

» Gruppo C: possibile cancerogeno per 'uomo.

» Gruppo D: non classificabile come cancerogeno.

» Gruppo E: probabile non cancerogeno per 'uomdasdse

di studi nell’animale.

3.2 Valutazione del rischio cancerogeno

Per passare dall’aspetto qualitativo all'aspettantitativo
del rischio cancerogeno € necessaria la valutaziogeella che
viene chiamata la relazione dose-risposta, attsavércalcolo
della potenza dell’effetto cancerogeno.

La valutazione, nellambito di comitati di esperti
nazionali, sovranazionali e internazionali, &€ effeta caso per
caso, cioe composto per composto, utilizzando eni& sli dati
di incidenza cumulativa di tumori indotti negli amali oppure
osservati nelluomo a vari dosaggi, generalmentdi al
(esposizioni occupazionali).

Per le sostanze prive di effetti mutageni e cargsmm
cioe i tossici generali e i tossici per la ferdilie lo sviluppo,
vengono determinate la dose giornaliera accettabi®l:
Acceptable Daily Intakeo tollerabile (TDI: Tolerable Daily
Intake). La dose tollerabile assumibile € la stima dellantita di
un contaminante chimico (sostanza indesiderataepte che in
situazioni di ineliminabilita puo venire ingeritéoghalmente per
tutta la vita. Il termine “accettabile” si utilizzanvece, in

riferimento ad una sostanza intenzionalmente aggjiwome nel
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caso di conservanti, additivi, residui di pesticidi farmaci
veterinari.

Il valore di tale dose giornaliera viene determman
genere, sulla base di dati di vaste sperimentazgandiverse
specie animali utilizzando, tra le tante, la doge lpassa alla
quale non si e osservato alcun effetto tossico (EDANo
Observed Adverse Effect Level

Per I'estrapolazione dall'animale all'uomo vieneaggito
un ampio margine di sicurezza, la dose NOAEL viabkattuta
di un fattore di sicurezza (FS) variabile da 101080, in genere
pari a 100 (10 per I'estrapolazione di specie, &0l@ variabilita
interindividuali nell’ambito della stessa specie).

Per la loro formulazione i valori ADI e TDI dipenao da
evidenze empiriche, in relazione alla qualitd daiti,dalla
numerosita del campione e alla variabilita inteiidliale.

Sono definite “sicure”, le esposizioni a dosagdetiori
all’ADI o TDI, mentre il superamento della soglse eclatante,
determinera effetti tossici, la cui intensita, fnegza e tipologia
sara relata alla dose e all'agente (Grilli, 1992).

Nell’approccio statunitense si utilizza il termidese di
riferimento (RfD) invece di ADI/TDI.

Per le sostanze mutagene e cancerogene mutagene
I'approccio e probabilistico senza soglia di dose ndssun
effetto. Occorre stimare, quando i dati sono digmbnil rischio
cancerogeno in eccesso rispetto all'incidenza spaat,
moltiplicando l'unita di rischio (UR)(o potenzatmzard, che
corrisponde al numero di tumori in eccesso attesbeuna certa
dimensione di popolazione a seguito di assunziangidjana
per tutta la vita di una dose unitaria del cancenog per la reale

assunzione giornaliera, misurata o stimata, di ¢alecerogeno
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(esposizione = E). Il rischio é pertanto: UR x E.

L'estrapolazione alluomo é effettuata dalle doke,a
generalmente utilizzate nel test a lungo terminéasimale, a
quelle basse tipiche dell'esposizione della popat&zgenerale.
Per la stima dellazard occorre, quindi, partire dai dati
disponibili e concentrare l'attenzione su modedist
matematiche che interpolano correttamente i puspathibili e
linearizzate nell'ambito delle basse dosi per paiivdrne le
stime previsionali.

La dose e definita come la dose media ponderata per
esposizioni croniche (per tutta la vita). Normalmeersi fa
riferimento alla dose applicata (sulla cute o per arale) o di
esposizione (inalazione di una determinata conagiaine in
aria), mentre sarebbe opportuno il riferimento dibse efficace
sullo specifico bersaglio poiché questa prende sanme |
parametri tossicocinetici che ne regolano la bjpaligbilita
(assorbimento, distribuzione, metabolismo ed elazione).

I modelli farmacocinetici (PK) sono modelli matemat
modificati, anch'essi linearizzati nell'ambito eetlasse dosi, che
tengono in considerazione, per la stima del rischiovari
processi metabolici subiti dalla sostanza in esame.

Il passo successivo, piu raffinato, considera anche
parametri fisiologici rilevanti per la biodistribione delle
molecole nelle varie specie e li compara. | mod@BPK
(Physiologically-Based PharmacoKineticsncludono il peso
corporeo, i volumi tissutali, i flussi respiratoed ematici, la
ripartizione in compartimenti, ecc. Al momento sqero pochi
I composti per i quali sono disponibili tutte lefarmazioni

necessarie per I'applicazione di tale modello.
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Il modello MultistageLinearizzato e quello piu utilizzato,
mima la cancerogenesi a tappe multiple con l'incade P(d),
che & relata alla dose elevata a esponenti nunueeiscenti (4
d?... d"). La sua formulazione & la seguente: P(d) = ¥, "¢,*

k d2 + kd*3 + ... kd™n)
n

2 3 . Dopo l'adattamento della curva ai dati

sperimentali, il modellanultistageé reso lineare alle dosi basse
e molto basse considerando solo i dati relativeggiressione
P(d) = 1- &, %Y, ove k (o meglio, il suo limitadli confidenza
superiore) € la potenza cancerogena (UR). E’ il elodusato
nel calcolo della dose di riferiment@énchmark dogeper un
incremento di effetto del 10% per i cancerogeniéed piu
cautelativo (Grilli, 1992).

L'approccio USA (U.S. EPA, 2005) utilizza da oltt®
anni lo Slope Factor (SF, potenza cancerogena), calcolato
dividendo l'eccesso di rischio del 10% (= 0,1) @elimite di
confidenza inferiore della dose efficace 10% chierdeina tale
eccesso di rischio (LEfR: Lowest Effective Do3e

Per cui SF = 0,1/LER.

SF identifica la pendenza della relazione linepealbse e
risposta ed e esso stesso indice di potenza e WHRm@esso in
mg/kg p.c.die (via orale) o la premessa per il calcolo di URsise
tratta di inalazione di mg di cancerogendfn aria: in pratica,
mg/nT x 30 n¥/die (inalazione di un adulto in 24 h)/60 kg (peso
medio tra i 2 sessi di un adulto) determina la eosione in UR
che viene cosi espresso in mg/kg die./I due valori utilizzati
in USA sono 20 rfidie e 70 kg di p.c., ma questo cambia molto

poco il risultato.
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3.3 Stima del rischio cancerogeno da esposizioni

ambientali

Calcolato il rischio, si pone il problema della gase e
della sua tollerabilita. Le agenzie federali staamsi U.S. EPA
e Food and Drug AdministratiofFDA) hanno stabilito che un
rischio in eccesso inferiore a 1 tumore su 1 mdidinesposti ad
una determinata dose di un singolo agente per tattata e
trascurabile per la popolazione generale. L'appooc@liano
utilizzato dagli esperti coinvolti nella valutazemlel rischio in
commissioni consultive nazionali (es. prodotti $anitari) o
comunitarie (es. varie commissioni EFSA, autorii@opea per
la sicurezza alimentare) e analogo.

Il discorso cambia se si tratta non di un singgerde ma
di miscele complesse, per le quali non € ancota stabilito un
livello di rischio definibile trascurabile, e siselo in fase iniziale
di sviluppo.

Relativamente al temuto effetto sinergico delle
interazioni, occorre considerare che questo nongwenire tra
diversi Idrocarburi Policiclici Aromatici (IPA), dssine e per
quei Policlorobifenili (PCB) che agiscono come lesgine in
quanto comune ¢ il recettore Ah che media i lofetef(PCB
diossino-simili). Il primo composto che interagis@®n il
recettore, se a bassa potenza, limita I'azione aihposti a
maggior potenza per sottrazione della disponibdié recettore
Ah di legarsi ad altri composti, e per cautelagfietti dei singoli
vengono sommati mentre sarebbe attesa competizione.

Per valutare il rischio per la salute umana di elesdi
Idrocarburi  Policiclici Aromatici le agenzie regtdae

internazionali suggeriscono di utilizzare i fattdri equivalenza
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(Potency Equivalence factQrsPEF) derivanti da studi di
cancerogenesi nei piccoli roditori e che, dove ainsipili,
correlano il potenziale cancerogeno di IPA e idrbod
policiclici aromatici nitrati (NIPA) a quello del @zo(a)pirene
[B(a)P] pari a 1 Tab. 3.1). La potenza cancerogena di una
miscela e stimata sulla base della somma dei viadmiormati in

B(a)P equivalenti di ogni singolo componente.
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IPA PEF

Benzo(a)pirene 1
Antantrene 0.28*
Benz(a)antracene 0.1
Benzo(c)fenantrene 0.023*
Benzo(b)fluorantene 0.1
Benzo(j)fluorantene 0.1
Benzo(k)fluorantene 0.1
Benzo(rst)pentafene 1.1*
Benzo(g.h.i)perilene 0.01#
Ciclopenta(c.d)pirene 0.012*
Crisene 0.01
Dibenzo(a.h)acridina 0.1
Dibenzo(a.j)acridina 0.1
Dibenzo(a.h)antracene 1#

7H-Dibenzo(c.g)carbazolo
Dibenzo(a.e)pirene

Dibenzo(a.h)pirene 10
Dibenzo(a.i)pirene 10
Dibenzo(a.l)pirene 10
Fenantrene 0.00064*
Indeno[1.2.3-c.d]pirene 0.1
5-Metilcrisene 1

NIPA PEF
Benzo(a)pirene 1
1.6-Dinitropirene 10
1.8-Dinitropirene 1
6-Nitrocrisene 10
2-Nitrofluorene 0.01
1-Nitropirene 0.1
4-Nitropirene 0.1

Tabella 3.1 Fattori di conversione di potenza cancerogena |Rier vari IPA e
NIPA in B(a)P equivalenti. Dati ripresi da Calife@rEPA 2005 eccetto (*) tratti da
MOE (Ministry of the Environmehtl997 e (#) tratti da CCMEf@nadian Council of
Ministers of the Environmen2008.
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Acenaftene, Acenaftilene, Antracene, Benzo(e)pirene
Dibenzo(a,e)fluorantene, Fluorantene, Fluorene, tdlafe,
Fenantrene e Pirene, in quanto non classificabiér p
cancerogenesi per 'uomo secondo U.S. EPA
(http://www.epa.gov/iris/) e IARC di Lione (IARC,020), non
sono considerati per la valutazione della poteremacerogena
della miscela.

Per i cancerogeni non mutageni (promotori del aa@ner
per esposizione a dosi molto basse di questi cainpos
I'approccio pud essere quello a soglia (TDI) prergdmente
descritto e non piu la stima del rischio.

Relativamente alle diossine e furar®CDD e PCDF
I'approccio €& duplice: quello europeo e del WH@ofld Health
Organizatior) che ritengono esista soglia di non effetto e nura
a TDI definita in 2 pg/kg p.die come assunzione massima
senza effetti sia tossico-riproduttivi (a sogliGeaancerogeni (la
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-para-diossina € un pranm); e
quello statunitense che, tra molte contraddizieaiutazioni e
rivalutazioni tuttora in corso, considera maggionteel’effetto
cancerogeno con relazione lineare tra dose e tspoguindi
senza soglia: in tal caso l'unita di rischio cangeno &, secondo
California EPA (California EPA, 2005), 3.8 X1@er assunzione
di 1 pg TCDD/ni/die per tutta la vita.

Delle 210 diossine solo 17 hanno una valenza
tossicologica e una sola, la 2,3,7,8-TCDD, e dasda dalla
IARC come accertato cancerogeno per l'uomo. L'éffghiu
temibile € comunque quello di tossicita sullo spgo che si
manifesta anche a dosi piu basse e che ha peria sbhgllose
sotto la quale non si ha effetto. Per valutareoio| effetto

cancerogeno si utilizza il valore trasformato diniogingola
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diossina e PCB diossino-simili in TCDD equivalefliEQ)

riferiti alla diossina di Seveso (2,3,7,8-TCDD), diante un
sistema di TEF (TCDIEquivalency Factonsdefinito a livello

internazionale (Van den Bergt al, 2006) e riportato nella
Tabella 3.2
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PCDD e PCDF TEF
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PnCDD 1
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0.1
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.1
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0.01
OCDD 0.0003
2,3,7,8-TCDF 0.1
1,2,3,7,8-PnCDF 0.03
2,3,4,7,8-PnCDF 0.3
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0.1
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0.1
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0.1
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0.1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0.01
OCDF 0.0003

PCB (n. IUPAC) TEF
3,4,4' 5-TCB (81) 0.0003
3,3',4,4-TCB (77) 0.0001
2,3,4,4'5-PnCB (123) 0.00003
2,3'4,4',5-PnCB (118) 0.00003
2,3,4,4'5-PnCB (114) 0.00003
2,3,3',4,4-PnCB (105) 0.00003
3,3'4,4',5-PnCB (126) 0.1
2,3',4,4'5,5'-HxCB (167) 0.00003
2,3,3',4,4' 5-HXCB (156) 0.00003
2,3,3',4,4',5-HxCB (157) 0.00003
3,3'4,4',5,5'-HxCB (169) 0.03
2,3,3',4,4' 5,5'-HpCB (189) 0.00003

Tabella 3.2 Fattori di tossicita equivalente per diossingafii e PCB diossino-
simili.  Abbreviazioni: PnCDD, pentaclorodibenzmdiossina; HxCDD,
esaclorodibenzg-diossina; HpCDD, eptaclorodibenpediossina; OCDD,
octaclorodibenzg-diossina; PnCDF, pentaclorodibenzofurano; HxCDF,
esaclorodibenzofurano; HpCDF, eptaclorodibenzoforan OCDF,
octaclorodibenzofurano; TCB, tetraclorodifenile;d®) pentaclorodifenile; HXCB,
esaclorodifenile; HpCB, eptaclorodifenile
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Per quanto riguarda i PCB non diossino-simili, ehdifferenza
delle diossine planari (e dei PCB diossino-simiipkanari)

hanno una tossicita non relata al meccanismo dettge Ah, si
utilizza il TDI non diossino-simili pari a 0,01 g p.c.die

(valori relativi alla base di 7 PCB indicatori: 28, 52, 101, 118,
138, 153 e 180; RIVM, 2001).
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CAPITOLO 4

Il Particolato Atmosferico

4.1 Caratteristiche generali del Particolato

Atmosferico

Con il termine particolato atmosferi¢particulate matter
PM) si fa riferimento all'insieme di particelle gsrse in
atmosfera, solide e liquide, con diametro comptesajualche
nanometro (nm) e decine/centinaia di micrometri jum
Il particolato & costituito da una miscela compdess
eterogenea di sostanze, organiche ed inorganiche cui
composizione varia nel tempo e nello spazio, irdgenza dalla
sorgente di emissione, dalla chimica dell’atmosferadalle
condizioni meteorologichdra queste troviamo sostanze diverse
come sabbia, ceneri, polveri, fuliggine, sostarikees di varia
natura, sostanze vegetali, composti metallicigefitessili naturali
e artificiali, sali ed elementi come il carbonio ilopiombo.
L’insieme delle particelle sospese in atmosferaefindo come
polveri totali sospese (PTS)e, in base alla natura e alle
dimensioni delle particelle, vengono distinte inaiidoni, 2003):
« aerosol, costituiti da particelle solide o liquiden un
diametro inferiore a 1 um;
» foschie, particelle generalmente liquide con diamet
inferiore a 2 um;
« fumi, dati da particelle solide con diametro infee ai 2
pm e trasportate da miscele di gas;
» polveri (vere e proprie), costituite da particedlgide con
diametro fra 0.25 e 500 pm;
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» sabbie, date da particelle solide con diametro rsugeali
500 pm.

Le particelle aerodisperse presentano forme ireeg@
sono descritte facendo riferimento al diametro dieamico
equivalente (gb), definito come il diametro di una particella
sferica avente densita unitaria (1 gftre un comportamento
aerodinamico, in particolare la velocita di seditagione e la
capacita di diffondere entro filtri di determinatikmensioni,
uguale a quello della particella considerata nelledesime
condizioni di temperatura, pressione e umiditatineda

Il concetto di diametro aerodinamico equivalentdike ai
fini della classificazione del particolato in cabeig.

Nel 1987 la U.S. EPA ha introdotto le definiziomiRM;q
e, successivamente, di BMcome “porzione di particolato
raccolta da un sistema di campionamento rispondente
determinate caratteristiche geometriche in relazianflussi di
prelievo”.

In tal senso si puo ricorrere ai seguenti termini:

* PMy, 0 particolato grossolan@ la frazione di particolato
raccolta da un sistema di campionamento graziei@kede
particelle con diametro aerodinamico inferiore a |1
sono campionate con efficienza del 50%.

* PM,s o particolato fine € la frazione di particolato

costituito da particelle con diametro aerodinamrderiore
a 2.5 pum campionate con efficienza del 50%;

rappresentano circa il 60% delle M

Per dimensioni ancora inferiori si parla di parato
ultrafine (UFP o UP)

e PM; con diametro inferiore a 1 pm,
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e PMpjy.1con diametro inferiore a 0.1 um
e nanopolveriche costituiscono la frazione di particolato le
cui particelle hanno il diametro dell'ordine di gdezza dei

nanometri.

4.2 Origine del Particolato Atmosferico

Il particolato puo essere suddiviso, oltre cheunzione
delle particelle che lo compongono, anche in bapeoaessi che
lo hanno generato: le particelle primarsono quelle che
vengono emesse come tali dalle sorgenti naturaérgcbpiche,
mentre le _secondarisi originano da una serie di reazioni
chimiche e fisiche in atmosfera.

Il particolato primario & costituito da particelfai e
grossolane originatesi direttamente da processicamc di
erosione, dilavamento e rottura di particelle piangli, da
processi di evaporazione dello spray marino in groga delle
coste, da processi di combustione ed € emessoninstdra
direttamente nella sua forma finale da sorgentntifieabili.
Esso sara dunque molto concentrato nell’aria irsgpmoita del
punto di emissione.

Al contrario, il particolato secondario € costituifuasi
esclusivamente da particelle dal diametro infer&5 pum.

Il processo principale di genesi delle particeliai f
dell'aerosol atmosferico € la nucleazione; grazik essa Si
originano particelle di dimensioni maggiori a patda quelle
ultrafini e dai radicali presenti in fase gassogasenti in
atmosfera, che si aggregano per costituire padiqell grandi

(Hamedet al, 2007). Alcuni studi hanno messo in evidenza
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come I'acido solforico sia la principale speciesgmsa che funge
da iniziatore del processo di nucleazione.

La condensazione inizia quando l'equilibrio si gpos
verso la fase aerosol e coinvolge principalmentealticelle con
diametro compreso tra 0.1 pme 1 pm.

Un altro fenomeno che porta all'accrescimento delle
particelle &€ la coagulazione, che coinvolge sidigate solide
che liquide, le quali interagiscono con quelle ibel dalla
nucleazione. La coagulazione puo interessare anghmedotti
derivanti da reazioni omogenee che avvengono haibsfera
(Raeset al, 1997).

La Figura 4.1 rappresenta la distribuzione dimensionale
in termini di massa o volume delle particelle a&spdrse,
I'origine e le reazioni dinamiche tra le particedld il mezzo in

Cui SOno sospese.
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Figura 4.1: Genesi delle particelle fini e grossolane.
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La composizione del particolato dipende dall’area d
provenienza e dalla tipologia di sorgente di emissi(Schauer
et al, 1996). Le particelle possono essere prodotteneaeisse in

atmosfera attraverso fenomeni natucaéintropogenici

Sorgenti naturali sono, ad esempio, I'erosioneededtce
e del suolo ad opera di agenti atmosferici, incemachivi,
eruzioni vulcaniche, spray marino, materiale bialogcome
pollini, residui vegetali e animali, spore e batter

| fattori antropici generano solamente una piccola
percentuale delle PTS totali, circa il 10% ma caegptantita
diventa molto rilevante nei centri urbani. Tra kenpipali fonti
antropiche possiamo trovare: processi di combustiatei
veicoli, processi industriali non confinati (raféne, processi
chimici, operazioni minerarie e cementifici), rikt@mento
domestico, inceneritori e centrali elettriche, aswel manto
stradale, dei freni e degli pneumatici delle vettarlavorazioni
agricole (uso di fertilizzanti ed anticrittogamici)

La concentrazione in aria delle particelle & foeeate
condizionata dalla natura dei venti, dalle preaiini e dalle
caratteristiche aerodinamiche, che dipendono dtb diaico,
forma, dimensioni e densita. La permanenza in degmasiene
comunque limitata dalla naturale tendenza alla siemme per
effetto della gravita e/o per deposizione secca&rol’'mtervento
delle precipitazioni (Fernet al, 2006). Le particelle con un
diametro superiore a 50 um, visibili in aria, seelmano
piuttosto velocemente causando fenomeni di inquardm su
scala molto ristretta, mentre le piu piccole possgmanere in
sospensione per molto tempo.

Il trasporto a lunga distanza € governato prinaiggite

dall'azione del vento. Si é osservato che pargcetin diametro
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minore di 10 um sono capaci di coprire distanzeesap ai
5000 km, soprattutto in regioni marine. Tale fenome stato
osservato analizzando campioni di aerosol rackolgo le coste
dell’Atlantico occidentale, in cui €& stata trovataolvere

proveniente dal deserto del Sahara (Prospeab, 2001).

4.3 Composizione chimica del PM

La composizione chimica del particolato atmosferico
varia in funzione delle caratteristiche della zaihgrovenienza
nonché dalla tipologia delle sorgenti di emissidh@articolato
atmosferico, come gia detto, € una miscela compledissostanze
organiche e inorganiche, fra le quali si possonwedre solfati,
nitrati, ammoniaca, carbonio elementare e compogjanici,
specie crostali, sali marini e metalli pesanti.

Il solfato, 'ammonio, il carbonio organico e aleun
metalli di transizione predominano nelle particéile, che sono
legate principalmente a fonti secondarie. Tuttanédla frazione
fine si trovano anche composti di origine primar@me il
carbonio elementare (di origine antropica) e orgar(alcani,
alcheni, alchilbenzeni, idrocarburi policiclici anatici, aldeidi,
acidi organici de carbossilici e nitrocomposti) leuai metalli
(Putaudet al, 2004).

Al contrario, i materiali crostali (silicio, calcianagnesio,
alluminio, ferro ecc.) e le particelle organicheod®niche
(polline, spore, frammenti di piante) fanno partditamente
della frazione grossolana, che deriva principalmetd& fonti
primarie.

Gli ioni inorganici solubili in acqua costituisconmo dei

maggiori componenti del particolato atmosferico, QlO;,
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Na', Mg?* e C&" predominano nel particolato grossolano,
invece, S& e NH," si trovano preferibilmente nel particolato
fine (Seinfeldet al, 2006).

La composizione chimica del particolatd-id. 4.2
dipende dall’area di provenienza e dalla tipolodgdie sorgenti
di emissione dominanti, cioé dal tipo di insediatndella zona,

e, poiché le particelle possono rimanere sospdbaridee quindi
essere trasportate anche a grandi distanze, ilclmioo dipende

non solo dalle fonti locali ma anche dalla quotsportata.

Carbonio Carbonio
elememafe — elemenlare Solfato
4 22%
" Composti
on
organici
Ammomo determinato y
1%
57%
|lralo Composti Nmaw
organici
3% Amrnomo
Carbonio
Non elementare
deteminato 5%

Solfato
%

19%

Ammonio
1%

Nitrato Composti

4% organici
C) 24%

Figura 4.2: Composizione percentuale tipica del particolatmidgine urbana(a),
naturale(b) e rurale(c) (fonte: Ministero dell’Arebie e della Tutela del Territorio e
del Mare).
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4.4 Effetti del Particolato Atmosferico

Le particelle di origine primaria o secondaria, ed
particolare quelle di piccole dimensioni, svolganoimportante
ruolo tra gli inquinanti atmosferici a causa deroloeffetti
negativi sulla salute umana e per il forte impatttbientale.

Alla presenza di polveri sospese in atmosfera sofati
legati fenomeni quali la formazione di nebbie e inula
variazione delle proprieta ottiche dell'atmosfeoa effetti sulla
visibilita e sul bilancio energetico terrestre,dantaminazione
delle acque e del suolo attraverso deposizioneaseaanida, la
catalisi di reazioni chimiche in atmosfera ed ihdaggiamento
dei materiali.

Il particolato atmosferico assorbe e riflette |eliaaioni
provenienti dal Sole in funzione della dimensionedella
composizione chimica delle particelle che lo congmo e della
lunghezza d’onda della radiazione stessa (Solgili&l, 1996).
Esso ha quindi un’influenza diretta sul bilancioeegetico
terrestre, a cui e legato il clima. L'elevato ingamento nei
centri urbani, per esempio, favorisce la formaziamenubi e
nebbia perché le particelle fungono da nuclei didemsazione
per il vapore acqueo, determinando cosi un aumeleite
precipitazioni (Leviret al, 2009).

Le polveri sospese, inoltre, hanno effetti sul wotima
urbano poiché inibiscono la perdita di radiaziathicmde lunghe
durante la notte e riducono la quantita di radiagisolare che
raggiunge il suolo.

Il particolato atmosferico, in seguito a deposiei@ecca o
umida, contribuisce a processi di acidificazionss{aiata in

particolare ad k5O, e HNQ;) e di eutrofizzazione (associata ai
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sali nitrati) degli ecosistemi terrestre e acqumatitla effetti
diretti sulla vegetazione in relazione all’azioreeda e ossidante
delle particelle, che porta al danneggiamento eksti vegetali.
Le polveri provenienti dai forni per cemento, pesempio,
interagendo con la nebbia o la pioggia, formano spassa
crosta sulla superficie fogliare e interferiscormmsi, con la
fotosintesi e lo sviluppo della pianta.

La sedimentazione del particolato € causa anchia del
degradazione del patrimonio artistico, architettoni ed
archeologico. Un primo danno e causato dall’annemim dei
materiali seguito da processi corrosivi che sirisigcano con

'aumento dell’'umidita in atmosfera (Ferehal, 2006).

4.5 Effetti del PM sulla salute umana

La proporzione del materiale particellare totale gfene
inalata nel corpo umano dipende dalle proprietéedmrticelle,
dalla velocita e direzione di spostamento dell'avigino
allindividuo, dalla sua frequenza respiratoria & dipo di
respirazione (nasale/orale).

L'azione tossica del PM viene esercitata in modo
preponderante a carico dell’apparato respiratodoil efattore
rilevante per lo studio degli effetti € la dimenmso delle
particelle in quanto da essa dipende la capacifgedetrazione
nelle varie regioni del tratto respiratorio (Janeeal, 2005).

Sulla base del comportamento aerodinamico si
distinguono tre frazioni di particolat&ig. 4.3.

Le patrticelle piu grandi (con,gdmaggiore di 10 pm), in

questo contesto chiamate frazione inalalpknetrano nel tratto

respiratorio superiore fino alla zona naso-faringeee vengono
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filtrate e bloccate. Quando le particelle si travamella zona
naso-laringea esse possono essere espulse o, uni aasi,
raggiungere la zona posteriore della faringe edresaghiottite.
Le particelle con g inferiore a 10 um, dette frazione
toracica sono in grado di superare il tratto extratoracicavita
nasali, faringe e laringe) raggiungendo facilmetde zona
tracheo-bronchiale. Particelle di dimensioni minofd,e
compreso fra circa 2.5 um e 3.3 um) si fermano Pprihei
bronchioli.

La frazione respirabileinfine, comprende le particelle

caratterizzate da undnferiore a 2.5 um, capaci di raggiungere
la zona alveolare, penetrando negli alveoli stgaando il loro

dae € minore di 1 pm circa.

9.0 prn - 10.0

— 5.8 um - .0 um

faringe

4.7 pum = 5.8 pm
3.3 um - 4.7 um

L1 p - 3.3 pm

Il pm = 2,0 pm

085 pm - L1 um

— EN
0.43 pim - 0.65 jim

Figura 4.3: Principali livelli di deposizione polmonare sullade del diametro delle
particelle.
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La frazione UFP, quindi, € quella che riesce a pane
piu profondamente nell’apparato respiratorio fincaggiungere
il circolo sanguigno (Nemmaet al, 2002). In particolare, le
UFP solide e poco solubili non vengono rimossecidfitemente
attraverso meccanismi mucociliari o mediati da rokgi,
aumentando cosi la probabilita di una loro trasdmee verso
siti extrapolmonari quali interstizi, linfa e cilezione sanguigna
(Elderet al, 2006).

Il particolato che si deposita nel tratto superiore
dell'apparato respiratorio (cavita nasali, faringdaringe) puo
generare localmente vari effetti irritativi comdi@ammazione e
secchezza (Brunekreet al, 2005).

Diversi studi hanno evidenziato che gli effetti Ibmici
delle particelle aerodisperse dipendono, oltre ctialle
dimensioni, anche dalla natura chimica del parimml dalla
forma e dalla granulometria.

A causa della loro particolare struttura superkcie
particelle che costituiscono il particolato atmoie fungono da
adsorbente e da catalizzatore e quindi da veidbiotarno del
nostro organismo dei contaminanti aerodispersi (st
organici, metalli e ioni) tra i quali troviamo: teani, acidi
carbossilici, benzaldeide, acidi benzoici, IPA,réervanadio,
nickel, rame, platino, solfati (di solito sotto fioa di ammonio
solfato) e nitrati (di solito sotto forma di niteatli ammonio o di
sodio). Va infine ricordato che tanto piu le paslie sono
piccole, maggiore € la loro superficie totale enduimaggiore il
carico potenziale di agenti tossici che esse passaisorbire e
veicolare nel tratto respiratorio.

Il contributo dei diversi inquinanti presenti naliia

urbana a determinare gli effetti dannosi per laitsadipende
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dalle loro caratteristiche tossicologiche e dalledalita di
interazione con l'organismo umano, oltre che daltzse di
inquinanti assunta da ciascun individuo.

L'azione tossica delmonossido di carbonio (CO)e
legata principalmente alle sue interazioni con bgtobina del
sangue. L’affinita del CO per il ferro emoglobiniéocirca 240
volte piu alta di quella dell’ossigeno. Il legamel dCO con
'emoglobina comporta una diminuzione della caacdel
sangue di trasportare ossigeno e inoltre una dione della
capacita di rilascio dell'ossigeno nei tessuti. Quedue
fenomeni concorrono a determinare ipossia tissuEposizioni
acute a concentrazioni nalange 50-100 mg/m causano
alterazioni visive e dei riflessi, riduzione dilevhnza alla fatica
e dispnea fino ad alterazioni cardiovascolari emuouwiari.
Un’indagine condotta da Fuseb al. (2001) ha messo in rilievo
un incremento dei ricoveri per patologie cardiowdaGg, in
particolare per malattie ischemiche del miocardei, giorni in
cui e piu elevata la concentrazione ambientale d C
(incremento di circa il 4% per ogni incremento dimby/nT di
CO). E’' stata inoltre evidenziata una associazidre la
concentrazione ambientale di CO ed i ricoveri ogped per
cause respiratorie (incremento di circa il 2.5% pmEyNI
incremento di 1 mg/fhdi CO). L'effetto piu forte sui ricoveri
per cause respiratorie € stato osservato nellaecldseta 0-14
anni (aumento di circa 7.0-10.0% per ogni incremedt 1
mg/n? di CO).

Gli ossidi di zolfo esplicano effetti tossici a
concentrazioni al di sopra di 0.5 mgimTali effetti
comprendono irritazione delle mucose respiratorikegli occhi,

broncocostrizione e, nelle esposizioni a lungo teemriduzione
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della clearance mucociliare, con conseguente aumento delle
infezioni respiratorie. Nell’atmosfera si ritrovammrmalmente
sia I'Anidride Solforosa o Biossido di Zolfo (S0 che
I’Anidride Solforica (SQ). Vista I'elevata solubilita in acqua del
Biossido di Zolfo, questo viene facilmente assarbdalle
mucose del naso e del tratto superiore dell’appagspiratorio.

In uno studio condotto su bambini della repubblizca
si nota un incremento del 74% della mortalita pause
respiratorie per un incremento di 0.5 mganSQ, (WHO, 2005;
Bobak et al, 1999). Negli adulti I'incremento di 1Qg/m’
determina un aumento del 6.25% di mortalita gioemal acuta
per varie causé/Naste incineration and Public health000).

Gli ossidi d’azoto (NQ) presenti in atmosfera, e rilevanti
dal punto di vista dell’'inquinamento atmosfericonged’Ossido
di Azoto o Monossido di Azoto (NO) ed il Biossido Alzoto
(NO,); sono tossici a concentrazioni sopra i 2@@n7. Hanno
effetti analoghi a quelli degli ossidi di zolfo. 18D inoltre
altamente reattivi e partecipano alla formazionddlodemog
fotochimico e di derivati nitrati degli IPA. Divarsstudi
associano I'incremento dei livelli di N@on diversi effetti sulla
salute sia nel bambino che nell’adulto.

In uno studio condotto a Taiwan, lI'incremento dékd
della concentrazione di NOSG, e PMy (effetto cumulativo)
induce un aumento del 0.3-1.3% di visite per irdezidelle
basse vie respiratorie in bambini (0-14 anni) (WRQ05).

In uno studio condotto su bambini della Repubblega
si osserva un incremento del 66% della mortalita geuse
respiratorie per un incremento di 5®/m° di NO, (Bobacket
al., 1999). L’incremento di 5Qg/m?’, inoltre, induce un aumento

del 3.7% di ricoveri in bambini per asma acutoicfemento di

56



42 ug/m® determina un aumento del 6.1-12% di attacchi daasm
Infine lincremento di 19-20pg/m® determina un aumento
dell’'8% di nascite premature, del 5% di ritardo aescita
intrauterina e del 15% di morti improvvise infantil

Negli adulti sono stati osservati sia effetti averehe a lungo

termine (Forastieret al, 2006):

« L'incremento di 45ug/m® induce un eccesso dello 0.9% per
mortalita totale (+ 6.6% di mortalita per causenegorie e +
3.2% per cause cardiovascolari).

« Lincremento di 5Qug/m® (1 h) induce un aumento dello 0.6%
di mortalita per tutte le cause (studio APHEA-2).

« L’incremento di 19ug/m® determina un aumento del 2.26% di
ricoveri per asma, del 12.8% di ricoveri per tugecause
respiratorie e dell’1.75% delle visite per pato®giolmonari
ostruttive croniche.

« L'incremento di 19ug/m® determina un aumento del 2-7% di
sintomi bronchiali.

« L’incremento di 19ug/m® determina un aumento del 76% di

difficolta respiratorie e del 110% di asma.

La molecola delbzonoessendo estremamente reattiva, e

in grado di ossidare numerosi componenti celluliaa,i quali
amminoacidi, proteine e lipidi. Pud causare irittaz agli occhi
ed alla gola, irritazioni all’'apparato respiratgriosse e difficolta
respiratorie. L’'azione tossica dellOzono viene #figata
sinergicamente dalla presenza di altri ossidantoctamici,
come i Biossidi di Zolfo e di Azoto. Nello studi@mdotto da
Fuscoet al. (2001) i livelli di ozono durante i mesi estivirsp
risultati associati ad un aumento dei ricoveri gadieri per

malattie dell’apparato respiratorio totali e perfemoni
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respiratorie acute nella classe di eta 0-14 annmémto dei
ricoveri giornalieri del 5.5% e dell’8.2% rispetimente).

Il benzene € un idrocarburo aromatico chderiva
soprattutto dalle benzine “verdi’, dove contrib@scad
aumentare il numero di ottano delle benzine. |lZese presente
nel’lambiente deriva sia da processi naturali clae attivita
antropiche. Le fonti naturali fra le quali vi soeesenzialmente
le emissioni vulcaniche e gli incendi boschivi, danun
contributo relativamente esiguo se confrontato Eomuantita
emesse da fonti antopogeniche. Fra le principali fantropiche
sono comprese le attivita industriali come la pmooe di
plastiche o resine che causano spesso I'emissiogeaegto tipo
di inquinante, il fumo di tabacco, le combustioncomplete di
carbone e petrolio, nonché il traffico con 'emis® dei gas di
scarico esausti. L’esposizione al benzene avvieserzialmente
per inalazione (circa il 99% del benzene assume),contatto
cutaneo o per ingestione (consumo di cibo o di beéea
contaminate). Gli effetti tossici provocati da cwesomposto
organico hanno caratteristiche diverse e colpiscamgani
sostanzialmente differenti in base alla duratdesgbsizione. La
respirazione di aria contaminata da benzene alilieddvati
produce stati confusionali, tachicardia, mal didesremore ed
incoscienza; livelli molto elevati possono esserertaii.
L’ingestione di cibi contaminati da benzene puosea& vomito,
irritazione delle pareti gastriche, sonnolenza, vodsioni,
tachicardia e morte (Galbrai#t al, 2010). Gli effetti tossici di
tipo cronico interessano essenzialmente le cedlateguigne e gli
organi che le producono come il midollo osseo. ddmosciuto
cancerogeno per 'uomo e I'esposizione cronica pravocare

leucemia mieloide acuta (Worg al, 2010).
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Gli idrocarburi policiclici aromatici , sono una classe di
composti, di cui il piu noto e il benzo(a)pirengratterizzati
strutturalmente da due o piu anelli benzenici cosdé fra loro.
Normalmente in aria non si trovano mai IPA singod piuttosto
miscele degli stessi, le cui quantita dipendonaoinadmente dalla
tipologia del processo che li ha generati nonchie dandizioni
chimico-fisiche in cui esso avviene. Fra le fongiturali degli
IPA particolare interesse rappresentano le eruzialwaniche e
gli incendi boschivi. Gli IPA prodotti da cause m@piche,
ovvero quelle umane derivano principalmente da awtdni
incomplete di prodotti organici come il carbonepeitrolio, il gas
o i rifiuti, senza tralasciare le emissioni dovweé traffico
stradale. Fra le sorgentdoor, il fumo di tabacco rappresenta
una sorgente particolarmente importante cosi corhe i
riscaldamento domestico quando vi e [utilizzo digha o
carbone. L'inalazione, l'ingestione ed il contatictaneo sono le
principali vie attraverso le quali gli IPA possorntrare nel
corpo ed essendo liposolubili, riescono ad attisarer molto
facilmente le membrane cellulari, penetrando e siégradosi nei
tessuti adiposi (Sartorebit al, 2010; Van Rooigt al, 1993).

Dal punto di vista tossicologico, al di la di effatritanti
SuU mucose e congiuntive evidenti per alte espasiZdTSDR,
1995), di sicuro rilievo € in questo senso il patele
cancerogeno riconosciuto dalla IARC per cute e @gipa
respiratorio di alcuni IPA, fra i quali il benzofiene
classificato in categoria 1 (MOE, 1997; IARC, 201®ur
essendo lo studio di queste miscele particolarmeoreplicato,
e stato comunque dimostrato che I'esposizioneraiteele IPA
comporta un aumento dell’insorgenza del cancro tdafto

respiratorio e urinario (Bosett al, 2007), della cervice uterina
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(Boffetta et al, 2001), dell'ovario (Gucet al, 2004) e a livello
gastrico (Sjodahét al, 2007), renale (Jt al, 2005), cerebrale
(Boeglinet al, 2006) e mammario (Crousé¢al, 2010).

Effetti genotossici di alcuni IPA sono stati dinmasi sia
in testin vivo su topi che in tesin vitro su linee cellulari
mammarie, incluse linee umane (Kawanishal, 2009).

L’esposizione a IPA determina effetti avversi ancleda
riproduzione. Molti studi dimostrano che dosi ekevai IPA
agiscono sullo sviluppo fetale in roditori deteramndo
malformazioni, morte fetale, clastogenicita e tuigenicita
(Muller, 2002).

Con il termine generico didiossine ci si riferisce
comunemente a un gruppo di 210 composti chimicmati
policlorurati, divisi in due famiglie: policlorodémnzo-p-diossine
(PCDD o diossine propriamente) e policlorodibenzaiu
(PCDF o furani), caratterizzati da proprieta chimaicsimili. In
base al numero e alla posizione degli atomi dicckpossibile
distinguere 75 congeneri di PCDD e 135 congeneG@DF, 17
dei quali hanno rilevanza tossicologica. | poliolafenili (PCB)
costituiscono un ulteriore gruppo di 209 congendei, quali 12
presentano proprieta tossicologiche simili allesdine e sono
pertanto definiti PCB diossino-simili. Nella maggiparte dei
compartimenti ambientali (aria, acqua, suolo) qriesbno
presenti in miscele complesse (PCDD + PCDF + PCB).

Tra le diossine, la 2,3,7,8-TCDD e il congenere piu
tossico. Sono noti numerosi effetti specie-speciictessuto-
specifici a carico del sistema immunitario, delpapato
endocrino  (diabete, disfunzioni tiroidee), dell'apato
riproduttivo (endometriosi, infertilita, disordiaila puberta), del

fegato e della cute; inoltre, & caratterizzata ddazione
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embriotossica ed e in grado di indurre trasformazdi tipo
neoplastico con insorgenza soprattutto di linforsgrcomi,
tumori dell’apparato digerente, tumori del fegatodelle vie
biliari, tumori polmonari, tumori della tiroide, mwori ormono
correlati quali cancro alla mammella ed alla priasi@an den
Berg, 2006).

L’ American Thoracic SociefATS) ha definito in modo
sistematico gli effetti sulla salute attribuibililazione degli
inquinanti ambientali (ATS, 2000). Tali effetti gm0 essere di
tipo acuto (aggravamento di sintomi respiratori agd@ci in
soggetti predisposti, infezioni respiratorie acutdsi di asma
bronchiale, disturbi circolatori ed ischemici, iaorento della
mortalitd), quando si manifestano nella popolazionseguito a
variazioni a breve termine (nell’arco di ore o diauo alcune
giornate) nella concentrazione degli inquinantipw di tipo
cronico (incremento delle patologie polmonari asive
croniche, diminuzione della capacita polmonare, nbhite
cronica, riduzione dell’aspettativa di vita, sopuib dovuto a
mortalita per cause polmonari e probabilmente anal
polmone) associati ad un’esposizione di lunga dueatbasse

concentrazioni di inquinanti o ad esposizioni nijet

4.5.1 Tossicita del particolato

Diversi studi di tossicita, sian vitro che in vivo,
documentano i diversi effetti tossici associatieajposizione di
sistemi biologici a particolato di varia natura, mmamunque
derivante da emissioni presenti nell’aria urbansingle a queste

per caratteristiche chimico-fisiche.
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Il particolato delle emissioni diesel € risultaitotossico
in vitro, in colture primarie di cellule epiteliali nasalnane e in
linee di cellule epiteliali bronchiali umane, inagio di fagocitare
le particelle e nelle quali tale particolato ha dtid anche
laumento del rilascio di varie citochine con azorpro
inflammatoria: 1L-8, GMCFS e IL{1 (Boland et al, 1999),
TNF-a, IL-6 e MIP-2 (Steenhokt al, 2011). L’attivita pro
inflammatoria del particolato € dovuta agli effetliretti su
elementi cellulari polmonari strutturali ed accegsoin
particolare gli pneumociti di tipo Il ed i macrofagjveolari. In
seguito all'attivazione degli pneumaociti e dei n@deagi alveolari
vengono prodotte localmente citochine, chemioclenspecie
radicaliche (sia specie reattive dell'ossigeno,spacie reattive
dell'azoto), che oltre ad esercitare un’azione itassa breve
raggio, diffondono a distanza attraverso il circg@anguigno.
Attraverso la circolazione questi mediatori infiaatri possono
raggiungere siti distali, ed in particolare possaestabilizzare
placche aterosclerotiche, con il risultato di ppéere attacchi
ischemici e veri e propri episodi infartuali (Lodivand Bigagli,
2011).

Estratti acquosi del P)M raccolto dai filtri di
campionamento nella valle dello Utah, contenentaniia
considerevoli di metalli (soprattutto ferro, rameziaco), sono
stati in grado di indurre citotossicita e rilasaid citochine
proinflammatorie (IL-6 e IL-8)in vitro, in linee di cellule
epiteliali bronchiali umane; l'entita di tali effetrisultava
correlata con il contenuto in metalli delle polveiestate
(Framptonret al, 1999).

Gli estratti di particolato di motori a benzina esel

risultano mutageni al test di Ames, come mostrataiversi
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studi (Shiet al, 2010; Valavanidi®t al, 2008). Alcuni studin
vitro hanno dimostrato anche che il particolato urbano é
genotossico in cellule di mammifero, in macrofatyiealari e
nella linea epiteliale polmonare L132, dove e iradyr di
provocare la formazione di addotti al DNA (Ablkesal, 2011).

E stato inoltre dimostrato che il particolato dativ dalle
emissioni diesel € cancerogeno nell'animale e phibin@nte
cancerogeno per 'uomo. In uno studio di Coudeal. (2008)
gli estratti di particolato urbano hanno indottontri alla pelle

in topi da laboratorio Senecar.

4.5.2 Evidenze epidemiologiche

Effetti acuti

La maggior parte degli studi epidemiologici chenal@no
in considerazione gli effetti delle polveri sonoudit di
esposizione acuta, che valutano I'associazione livelli degli
inquinanti nell'aria e variazioni a breve terminegistrate in
determinati effetti sanitari. | parametri considevariano da uno
studio all'altro e comprendono il livello di moriial (totale o
distinguendo per le diverse cause), il numero doweri
ospedalieri, la prevalenza dei sintomi e delle mialaespiratorie
e/o cardiovascolari, la prevalenza delle alteraziaella

funzionalita polmonare, ecc. (Pope, 2000).

Mortalita

| primi e piu semplici studi sono quelli che harvautato
gli effetti di episodi di inquinamento ben delintitael tempo e
con variazioni estreme dei livelli di inquinantn Belgio nel

1930 fu registrato il primo grave episodio di ingumento
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atmosferico con formazione di smog a seguito diymgata
inversione termica, successivamente a Donora (Rbama,
1948) e a Londra nel 1952, dove furono registrattac4000
decessi. Agli aumenti dei livelli di particolatolferia é risultato
associato, oltre l'intensificazione degli episodintbrtalita nello
stesso giorno e nei giorni seguenti, I'incremergorccoveri per
cause respiratorie e cardiovascolari.

Dopo i rilevanti eccessi di mortalita osservati @asa
degli importanti episodi di inquinamento, molteplistudi
condotti in tutto il mondo hanno evidenziato untasazione tra
concentrazione giornaliera di inquinanti e numarendrti (U.S.
EPA, 2009). Nel quadro dell'indagine APHEAI( Pollution
and Health Effects: a European Approachun progetto di
ricerca multicentrico svolto in due fasi (APHEA-JA®HEA-2),
sono state coinvolte un gran numero di citta in opar
(rispettivamente 15 e 32). In APHEA-2 e stato stonan
aumento dello 0.6% nella mortalita per I'incremeditd 0 ug/m®
di PMy,. Un rischio maggiore (0.8%) e stato calcolatoeneltta
piu calde, in cui sono piu alti i livelli di NO(Atkinson et al,
2001). Risultati analoghi derivano da altri studir@pei e da
ricerche condotte in Canada e USA. L'NMMAPS é uhad®
che ha coinvolto 90 citta americane e che ha ntostua
incremento medio dello 0.21% di mortalita in retee
allaumento di 1Qug/m® di PMyo(Katsouyannkt al, 2009).

Un supplemento alla rivista “Epidemiologia e
Prevenzione” ha riportato per esteso la metodolegiasultati
della “Metanalisi Italiana degli studi sugli effiedt breve termine
dell'inquinamento atmosferico, MISA” (Biggeei al, 2001). Lo
studio e stato condotto nell’ambito di un progettioricerca

nazionale che ha visto la partecipazione di nuneeisiguzioni e

64



ricercatori italiani. L'indagine € stata condottdla popolazione
di otto grandi citta italiane (con circa 7 miliodi abitanti)
valutando la relazione tra livelli giornalieri deghquinanti
atmosferici (PM,, biossido di azoto, anidride solforosa, ossido
di carbonio, ozono) ed eventi sanitari rilevantalkijla mortalita
(totale, cause cardiache, cause respiratorie) eicovari
ospedalieri (cause cardiache e respiratorie) nabge 1990-
1999. Si e osservata una associazione statistitamen
significativa fra ciascuno degli inquinanti studia& ciascuno
degli indicatori sanitari considerati. Fa ecceziioeono, che e
risultato associato con la mortalita totale e carascolare e con
i ricoveri per cause respiratorie. Le stime di liscsono piu
elevate per gli esiti respiratori (mortalita, rieoy rispetto a
quelli cardiaci ed interessano prevalentement®lazione piu
anziana. Prendendo il BM come parametro ambientale di
riferimento, per ogni aumento di 1@®/m’ di questo inquinante,
si e osservato, nel periodo 1995-99, nel compledle citta
considerate, un incremento nel giorno stesso o gietno
successivo dell’l.3% nella mortalita totale, dei% nella
mortalita cardiovascolare, del 2.1% nella mortatgapiratoria,
dello 0.8% nei ricoveri per cause cardiovascolate®1.4% nei
ricoveri per cause respiratorie.

Per quanto riguarda il P\ lincremento di 10 pg/fé
stato associato con un aumento da 0.6 a 1.7% dull@alita
giornaliera per tutte le cause, da 0.6 a 6.5% pese& respiratorie
e da 0.6 a 2.5% per cause cardiovascolari (PopeDactery,
2006; WHO, 2006). In uno studio condotto in USA tat®
dimostrato un aumento del 76% della mortalita pause
vascolari in donne della terza eta associato acaelévelli di

particolato fine (Milleret al, 2007).
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Nei bambini un incremento di 10 ugﬁrmli PM, 5
determina un aumento del 6.9% della mortalita itii@per tutte
le cause (WHO, 2005).

Ricoveri ospedalieri

Molti studi mostrano una sostanziale associaziawle t
concentrazione di inquinanti e frequenza giornalieei ricoveri
ospedalieri, la gran parte dei quali per causeinaspie sia negli
adulti sia nei bambini (Katsouyanet al, 2009). Mentre gli
incrementi sulla mortalita sono di maggiore evidenzella
popolazione anziana, gli effetti associati all’erento di 10
ng/m® di PMyo sui ricoveri ospedalieri per asma sono molto
simili nelle stratificazioni per eta (Sackst al, 2011). Un
incremento di 10 ug/f‘ndi PM,s € stato associato con un
aumento dell’1.2% di ricoveri ospedalieri per mtdatardiache
e del 5.5% di ricoveri per problemi respiratori padividui
adulti di eta superiore ai 65 anni. Inoltre esposiza polveri
fini hanno portato ad un eccesso del 3.1% di ridcoygpedalieri
per la patologia polmonare cronica ostruttiva (Damiet al,
2006).

Sintomi respiratori e funzione polmonare

Sono molto numerosi gli studi epidemiologici (Paped
Dockery, 2006; Di Giampaolet al, 2011) che hanno valutato
I'associazione tra variazione giornaliera dei simtoespiratori o
della funzione polmonare e inquinamento atmosfes@ in
popolazioni di asmatici sia in gruppi di popolaaogenerale.
Mentre i sintomi relativi alle vie respiratorie frri sembrano
non essere correlati con l'inquinamento da polvee,non in

misura lieve e spesso non statisticamente sigtifecarisultano
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invece maggiormente e significativamente correlasintomi
delle vie respiratorie inferiori e la presenza aise, cosi come
I'aggravamento della patologia asmatica. |l gradassdociazione
osservato € risultato maggiore per i sintomi deressamento
bronchiale specie nei soggetti asmatici. Per qudttni si e
registrato un aumento dell’'uso dei broncodilatafielly et al,
2011). Evidenze consistenti associano esposizicuteaa PM 5
allaumento del 10% di attacchi d’asma in soggettnatici e ad
un incremento del 14% sulluso di corticosterodi damatici
(Pope and Dockery, 2006; WHO, 2006).

Studi condotti in diversi paesi hanno evidenziafiets
dell’esposizione acuta a BMe PM s soprattutto sull’apparato
respiratorio dei bambini (WHO, 2005).

Una riduzione nella funzionalita respiratoria asstac al
PM,o € stata osservata in bambini sani (di eta 7-11) ami
Paesi Bassi. L’entita di tale effetto e stato \atlutin un ulteriore
studio, in cui e stato stimato un aumento del 2.Aetla
prevalenza della riduzione della funzionalita resjoiria per ogni
incremento di 1Cpg/m3 nella concentrazione di P Anche in
Inghilterra €& stata osservata l'associazione deit@nto dei
livelli di PM4o, nel periodo invernale, con decrementi notevoli
della funzionalita respiratoria in bambini in etéokare (7-13
anni) (Weinmaytet al, 2010). Effetti del PN}, sulla funzionalita
polmonare, con decrementi notevoli (maggiori defo20dei
parametri respiratori, risultano di maggior entiédche in

bambini con sibili respiratori (Peacoekal, 2003).

Le polveri ultrafini, come detto in precedenza, Joys
raggiungere gli alveoli polmonari dando luogo adpassibile

assorbimento nel sangue con il conseguente coimveigo di
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distretti periferici e i relativi effetti sulla sate . Sostanziali
associazioni all’esposizione di UFP sono state enadhte per
malattie respiratorie croniche come lasma, la bhie e
I'enfisema (Reiclet al, 2008).

Nello studio ULTRA, condotto in tre diversi paesi
(Amsterdam, Erfurt, Helsinki) negli anni 1998-20@@no state
seguite 131 persone affette da cardiopatia iscteeraat Helsinki
sia le particelle ultrafini che il Pp4sono risultati associati in
modo indipendente ai segni di ischemia miocardieaHartoget
al., 2003). E' stata evidenziata, inoltre, un’assdoiag tra
esposizione alle polveri ultrafini e morbosita c¢avdscolare
nella popolazione con patologie cardiache croniche.

Studi su individui asmatici indicano che, come per
polveri fini, sussiste un’associazione tra la pregsedi polveri
ultrafini ed effetti avversi per la salute respirgd della
popolazione esposta, un incremento di 10 [ighh PM,
determina un aumento del 18% di attacchi d’asma €t al,
2000). Gli effetti acuti delle polveri ultrafini Ba salute
respiratoria sono piu consistenti sugli asmaticil@&drispetto a
quelli in etda pediatrica. Gli eventi inflammatoriolponari
impiegano alcuni giorni per manifestarsi, € proleabhe esista
un lag-timetra I'esposizione alle polveri ultrafini e la coarpa

di effetti acuti respiratori nella popolazione esjao

Effetti cronici

Gli studi di esposizione cronica hanno il fine dilwtare
gli effetti di esposizioni a livelli di inquinanta bassi a moderati
per lunghi periodi e gli effetti cumulativi di espoioni ripetute a

livelli elevati di inquinanti.
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Mortalita

| primi tentativi di valutazione dei differenzialdi
mortalita in relazione ai livelli di inquinamenton iaree
geografiche diverse sono stati condotti negli a@di Tali studi,
tuttavia, non potevano tenere conto in modo acoudataltri
possibili ed importanti determinanti della mortli{Archer,
1990). Nonostante cido, ha generato un grande BsYere
scientifico uno studio condotto nella Repubblicac&€e&he ha
riscontrato una forte associazione tra concentn@zambientale
di polveri e mortalita infantile (Bobadt al., 1999).

L'approccio piu adeguato per studiare il problema
qguello di seguire nel tempo coorti di popolaziomsidenti in
aree geografiche con livelli diversi di inquinamzulisponendo
di informazioni accurate sui piu importanti fattordividuali che
regolano la speranza di vita (es. fumo, peso ceqjog studiare
nel tempo i tassi di mortalita.

Dockery et al. nel 1993 hanno studiato la mortalita di
8111 adulti residenti in sei citta degli Stati WUndurante il
periodo 1974-91. Per ciascuna citta erano displordlaiti di
inquinamento atmosferico e a livello individualeamo state
raccolte informazioni su diversi potenziali confentl (sesso,
eta, abitudine al fumo, livello di istruzione edpesizione
professionale a polveri, fumi o gas). | residergllen cittd con
concentrazioni medie annuali piu elevate di malegarticolato
con diametro< 2.5 um (PM, 5) mostravano, rispetto ai residenti
nelle citta con livelli inferiori di inquinamentoeccessi di
mortalitd non statisticamente significativi pertéute cause, per
malattie cardiorespiratorie e per tumore del poleon

In uno studio successivo, Pops al. (1995) hanno

analizzato la mortalita dei 552.000 partecipanta aleconda
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indagine sulla prevenzione dei tumori detlierican Cancer
Society seqguiti dal 1982 al 1989, in funzione delle
concentrazioni di solfati e di PMrilevate nel 1980 in numerose
aree metropolitane degli Stati Uniti. Anche in doesaso si €
osservato un eccesso di mortalita per malattieimaspiratorie
(+26%) e tumore del polmone (+36%). L'analisi coltava
I'effetto di confondimento dovuto a eta, sesso,ppeauetnico,
fumo di sigarette, sigari o pipa, esposizione adymssivo e a
cancerogeni professionali, indice di massa corpa@asumo di
alcolici e livello di istruzione.

Nel 2002, Popeet al. hanno pubblicato i risultati
dell'estensione del follow al 1998 della coorte |'dghnerican
Cancer SocietyUn aumento della mortalita per tutte le cause
(4%), per malattie cardiopolmonari (6%), e tumocdnpnare
(8%) & stato associato, a incrementi diugdm® nell’esposizione
aPMs

In un recente studio e stata valutata I'associ&zidn
esposizione croniche a particolato fine e la mivétgder tumore
al polmone in una vasta popolazione di non fumatdaumento
di 10 pg/n"’l di PM, s ha determinato I'incremento del 15-27%
della mortalita per tumore al polmone non evidemdda
differenze nelle stratificazione per sesso e coodé& sociale
(Turneret al, 2011)

In molti studi analizzati in una recenteview (Mattison,
2010) é stata riscontrata una forte associazi@edgposizione a
miscele di PMye PM, 5 ed effetti sullo sviluppo fetale, inclusa la

morte improvvisa del neonato.
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Sintomi respiratori e funzione polmonare

Numerosi studi hanno valutato l'associazione tra
esposizione cronica ad inquinanti e malattie cosmtrespiratori
o funzione polmonare (Ackermann-Liebricht al, 1997,
Schikowskiet al, 2005).

Uno studio longitudinale ha riscontrato una dimiaui
crescita dei volumi polmonari per l'effetto dellspesizione
cronica a polveri e a NO(Gaudermaret al, 2002). Sono stati
associati in modo piu frequente con I'inquinameautabientale i
segni di bronchite, come la tosse e il catarro icaprmentre piu
controversi sono i risultati per quanto riguardaasiha
bronchiale.

A livello italiano il progetto SIDRIA (Studi Ital@a sui
Disturbi Respiratori nell'Infanzia e ’Ambiente) tegprofondito
lo studio di diversi possibili fattori di rischiazon particolare
attenzione al ruolo dell'inquinamento dell’aria pkr salute
respiratoria dei bambini (Agabigt al, 1999). In particolare, é
stato valutato il ruolo dell'inquinamento da trafii veicolare,
attraverso una stima del volume e della tipologeh tdaffico
vicino la residenza dei soggetti, su diversi disitwespiratori
tipici dell’eta pediatrica, cercando di distinguésturbi di tipo
asmatico da quelli di tipo bronchitico. Lo studigtato condotto
in dieci aree del Nord e centro Italia ed ha inglus campione
rappresentativo di 39275 bambini in due classitdi(é-7 e 13-
14 anni). Nel sottogruppo di bambini residenti imeea
metropolitane € stata osservata una chiara relazioa il
passaggio frequente di veicoli pesanti e diversstudbi
respiratori, con associazione piu forte per i sttijghe avevano

riferito solo sintomi bronchitici. Associazioni pideboli sono
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state osservate in relazione a piu generici indical traffico e
per i bambini residenti in aree non metropolitane.

A Taiwan [l'esposizione a inquinamento da traffico
veicolare e risultato associato con I'aumento ddiegnosi di
rinite allergica e con un aumento dei casi d’asmaeta
pediatrica (Guet al, 2003).

Cancro

Ben pochi sono gli studi tendenti ad associare
'esposizione a PM con effetti cancerogeni. Il prirdato, per
quanto limitato, a valenza statistica € riportata BHope e
Dockery (2006) e riguarda I'incremento di tumorimponari da
PM,s osservato in uno studio condotto negli USA. Studi
precedenti effettuati negli anni novanta e inizio0O@ non
avevano fornito associazioni statisticamente sicgtifve.

Il rischio di cancro polmonare legato all'inquiname da
polveri, infatti, presenta numerosi aspetti congérsv 1l ruolo
preciso dei fattori ambientali nella genesi delataral polmone
e difficile da valutare, anche per il contributanéandente di altri
fattori, come il fumo di sigaretta e le esposizipnbfessionali,
responsabili della maggior parte dei tumori del ttora
respiratorio. Tuttavia, I'osservazione che nelleeaurbane |l
rischio relativo di cancro &€ maggiore (fino al 4686piu) che
nelle aree rurali, suggerisce l'associazione dliimamento
atmosferico, oltre che a fattori di rischio qualiaggiore
abitudine al fumo e piu frequenti esposizioni pssfenali.

Gli studi epidemiologici disponibili  suggeriscono
comunque che il rischio di tumore al polmone atiiide
all'inquinamento atmosferico sia di un eccesso520% nelle

aree urbane a piu elevato inquinamento (Clapml, 2008).
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Inoltre negli USA e stato stimato che circa il 3% casi di
tumore polmonare correlati all'inquinamento sontriladibili

all'azione del particolato (Vinikoor-Imlest al,, 2011).

73



CAPITOLO 5

Materiali e Metodi

5.1 Campionamenti di PM,s

Il campionamento di P nell'intorno dell'inceneritore e
stato realizzato sulla base di un modello matematiaicaduta
delle polveri messo a punto da ARPA-ER.

| punti di campionamento sono stati distribuiti calkerio
di seguito descrittoHig. 5.1):

Per il PM 5- 9 punti di campionamento di cui:

e Sito Fondo Urbano, nell'area urbana di Bolognaerest al
dominio di calcolo dell'analisi modellistica,
 Sito Fondo Rurale, esterno al dominio in area egral
» 7 punti all'interno del dominio scelto di cui:
- 2 siti “di massimo” nell’area di maggior impatto|dsolo
inceneritore (Max Ricaduta Est e Max Ricaduta Ovest
- 2 siti “di controllo” nell’area esterna all’isoliaedi minima
ricaduta del solo inceneritore ma con pressionautie le
altre fonti di emissione simile ai punti di “massin
(Controllo Est e Controllo Ovest);
- 1 sito nellarea di massima ricaduta di tutte lentfodi
pressione presenti nel dominio (Max Fonti);
- 1 sito nellarea di minima ricaduta di tutte le forli
pressione del dominio (Min Ricaduta);
- 1 sito in un’area in cui, rispetto ad un punto dassima
ricaduta dellinceneritore, €& simile la pressionei d
confondenti ed € maggiore la distanza dall'incdoegi

(Controllo Distanza).
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Fondo
Rurale
Min Ricaduta
Controllo Est
O Inceneritore
Max OVEStO O OControIIo Ovest
Max Est O
Controllo
Distanza
O Max Fonti
Fondo
Urbano

Figura 5.1: Schema della disposizione dei punti di monitoragunterni ed esterni
al dominio di calcolo dell’analisi modellistica.

Sono state effettuate due differenti campagne di
monitoraggio, estiva ed invernale, della durataidia 45 giorni
ciascuna:

- Stagione estiva 2008 (13 Giugno — 24 Luglio 2008,
giornalmente)
- Stagione invernale 2009 (15 Gennaio - 12 Marzo,

giornalmente).

La strumentazione utilizzata €& un campionatore
automatico sequenziale TCRecora Skypostostituito da una
linea di campionamento riscaldata per microinquineorredata
di impattore da camino in testa per il frazionameielle polveri
nelle classi granulometriche PM>10n, 10 um>PM>2.5um,
PM<2.5 um. La polvere campionata dallo strumento viene

depositata per le 24 ore del giorno solare su ueanltnana
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filtrante, precedentemente pesata, in fibra di zmatna volta
concluso il campionamento, il filtro viene introtitin un
ambiente condizionato di laboratorio e poi pesatoubvo, per
stabilire quanto particolato ha accumulato. Datiéorimazioni
sulla massa depositata e sul volume di aria chHke 8¢ ore di
campionamento, ha investito il supporto filtranse,giunge a

stabilire la concentrazione media giornaliera di.PM

5.2 Colture cellulari

La linea cellulare BALB/c 3T3, clone A3Fig. 5.2, €
stata ottenuta dalkmerican Type Culture CollectipnUSA,
mentre le cellule BALB/c 3T3, clone A31-1-1Fi§ 5.3,
provengono dallaHealth Science Research Resource Bank
(Osaka, Japan). Le colture di lavoro sono stateresgp dallo
stock originale, mantenute subconfluenti e utilizzaon oltre il
terzo passaggio dopo lo scongelamento. Le celldaos
mantenute in atmosfera modificata al 5% di ,C® 37°C,
rispettivamente inDulbecco's Modified Eagle's MediurfD-
MEM) addizionato con 10% dilewborn Calf SerurfNCS) e in
Modified Eagle's MediunfMEM) addizionato con 10% dketal
Bovine Serun(FBS).
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ATCCCLL-163
BALB/C 3T3 A31

Low Density

Seale Bat = 10411

Figura 5.2: Cellule del clone BALB/c A31 a differenti gradi donfluenza
(tratto da www.atcc.org).

JCRB0601
BALB/C 3T3A31-1-1

Figura 5.3: Cellule BALB/c A31-1-1 a differenti gradi di confmza.
Ingrandimento 10x (tratto da cellbank.nibio.go.gilidata/jcrb0601.htm)

5.3 Preparazione dei campioni per lo studio

tossicologico

Prove preliminari

Per le prove preliminari (selezione del solventelet
modello cellulare), sono stati utilizzati campiodi PM, s
ottenuti da una precedente campagna di monitoragffgttuata
nella stagione invernale 2008 (gennaio-febbraio 8200

giornalmente per 15 giorni) in una postazione delipvo
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localizzata nel comune di Bologna e caratterizzidaelevato
traffico veicolare.

Gli estratti organici ottenuti con due diverse nogtbe di
estrazione, esano-sonicazione e acetone-soxhletp stati
portati a secco (presso il RAR Mutagenesi, ARPA E&ione
di Parma), ripresi con DMSO, un solvente appropriat
garantire la solubilita nel terreno di coltura aosp, ed esaminati

per gli effetti citotossici e 'attivita trasformamn

Prove tossicologiche

Il campionamento di P per le indagini di tossicologia
e cancerogenesi € stato effettuato in 4 punti iséelt i 9
precedentemente descritti. In particolare, i campii PM, s
sono stati prelevati su filtri di quarzo, giornaime nei 4 siti di
campionamento di Max Ricaduta Est, Controllo Esthde
Urbano e Fondo Rurale.

Nelle tabelle seguenti sono riportate le carattedoni
dei filtri relativi alle campagne di monitoraggisteva (Tab. 5.1)
ed invernale Tab. 5.2 in termini di volumi di aria campionata,
peso delle polveri e concentrazione corrispondantifferenti

siti di campionamento.

SITO Volume((r:;r)nplonato Pes(omZ(;Iverl ug/m?
Max ricaduta Est 1245.136 29.051 23.33
Controllo Est 1242.329 26.220 21.11
Fondo urbano 1243.908 23.312 18.74
Fondo rurale 1243.490 17.274 13.89

Tabella 5.2 Campagna estiva. Caratterizzazione dei campisati tnelle analisi
tossicologiche.
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SITO Volume(<r:Tz1a3r)np|onato Pes(ompét;lverl ug/n?
Max ricaduta Est 1997.810 70.757 35.42
Controllo Est 2104.740 72.558 34.47
Fondo urbano 2106.200 62.264 29.56
Fondo rurale 2101.930 70.132 33.37

Tabella 5.2 Campagna invernale. Caratterizzazione dei campigati nelle analisi
tossicologiche.

| filtri sono stati estratti come pool con la prdoea
acetone-soxhlet e portati a secco presso il RARalRresi,
ARPA-ER, sezione di Parma.

Per i test tossicologici, gli estratti organici sostati
ripresi in DMSO, in modo tale da ottenere, per ogcgmnpione,
una soluzione di PM corrispondente a 80C° di aria
campionata/ml. Le diluizioni seriali finali di ttaimento sono
state preparate in terreno completo immediatamemima

dell’'uso.

5.4 Test di citotossicita

Al fine di saggiare gli effetti citotossici di eatti organici
di PM,s le cellule in fase logaritmica di crescita sonates
seminate in piastre Petri da 60 nifnad una densita di 250
cellule/piastra ed incubate nelle condizioni dite@ standard.

A 48 ore dalla semina le cellule sono state espustel8

ore all'azione di varie dosi degli estrafig. 5.4).
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Figura 5.4: Protocollo sperimentale utilizzato per gli espentneli citotossicita.

Cellule non trattate e cellule trattate con il setvente
(0.5% DMSO) sono state usate come controlli negaSeno
state allestite 5 repliche per ciascuna delle canagioni
previste della miscela in esame.

Al termine del periodo di trattamento € stato éff@io un
cambio di terreno, in seguito le cellule sono statntenute in
coltura in presenza di 3 ml di terreno completotpéra la durata
del test.

Dopo 10-12 giorni le piastre sono state fissate con
metanolo e colorate con Giemsa 10%. In ciascunstrpid&ono
state contate solo le colonie con piu di 50 cellule
(IARC/NCI/EPA Working Group, 1985; Franken al, 2006).

| dati sono stati espressi come numero medio driel
per piastra + errore standard, efficienza clonakoluta (ECA),
calcolata come rapporto tra numero di cellule edgrdi formare
colonie e numero di cellule seminate ed efficierctanale
relativa (ECR), espressa in percentuale ed ottethaitaapporto
tra la media delle colonie nel gruppo di trattareatquella nel

controllo, costituito da cellule trattate con ilesolvente.
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5.5 Test di trasformazione

Le cellule in crescita esponenziale sono state resmiin
piastre da 60 mriy ad una densita di 3xi@ellule/piastra ed
incubate a 37°C in atmosfera controllata al 5% @;.C

A 48 ore dalla semina, le cellule sono state espabé

varie concentrazioni della miscela in esame peatulata di 48
ore Fig. 5.9.

[EST TRASFORMAZIONE
0 48 hr 96 hr day 28-35

| Composto o Mscela |
semina o © o © o o6 o o ofi
30.000 cellule) rattamento 48 ore cambio terreno bisettimanale olorEZione
— 3

Figura 5.5: Protocollo sperimentale utilizzato per gli espenitnei trasformazione.

L’esperimento prevede l'allestimento di contrologativi
(piastre trattate con 3-MCA) e controlli negatigellule non
trattate e cellule trattate con il solvente utiittz per veicolare il
controllo positivo e gli estratti di PM). La concentrazione
finale del solvente € la stessa per tutti i tradatn

Sono state allestite 10 repliche per ciascuna delle
concentrazioni previste della miscela in esame, ipsontrolli
positivi € negativi.

Al termine del periodo di incubazione, le soluziafi
trattamento sono state rimosse e le cellule matgenu3 ml di
terreno completo. Il terreno & stato sostituitoadte/settimana
per tutta la durata dell’esperimento di trasforraaei A cinque
settimane dalla semina iniziale, le piastre somatestissate con
metanolo e colorate con una soluzione acquosa em&a al
10% (ig. 5.6); si € poi proceduto alla conta deci.
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Figura 5.6: Piastre di un esperimento di trasformazione.
A — controllo negativo - cellule trattate con ihgente (DMSO).
B — controllo positivo - cellule trattate con ilrm@rogeno (3-MCA).

Parallelamente al test di trasformazione viene ctindun
test di citotossicita allo scopo di determinarefiazione di

cellule sopravvissuta al trattamento chimico.

5.5.1 Stima dell’'attivita trasformante

Per il riconoscimento dei foci sono state seguited
guida illustrate nella letteratura scientifica diferimento
(IARC/NCI/EPA Working Group, 1985; OECD, 2007; Haha
et al, 2008). Sono stati contati soltantdoici definiti positivi
(tipo 1lI), ovvero quelli con diametro superiore dad mm,
intensamente basofili, costituiti da cellule a dsigione casuale,
pluristratificate, con atteggiamento infiltrantei m@nfronti del
monostrato circostante che presenta inibizioneahdatto Fig.
5.7). A differenza delle cellule parentali, le cellidelate da foci
tipo Il sono tumorigeniche quando inoculate nelifaale
(Kakunageet al, 1985; Colaccet al, 1993).
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Figura 5.7: foci trasformati - cellule trattate con il canceroge(®MCA)
(ingrandimento 40x).

L'attivita trasformante € stata espressa come: nome
medio di foci per piastra = errore standard e frequenza di
trasformazione (TF), data dal rapporto tra il numerfoci per
gruppo sperimentale ed il numero delle cellule schio,
sopravvissute dopo il trattamento con la sostamzaesame,
calcolato sulla base della efficienza clonale osgarnel test di

citotossicita condotto in parallelo.

5.5.2 Criteri di accettabilita del test e di classificazone

dei campioni

| criteri di accettabilita del test sono stati défi sulla
base della letteratura scientifica di riferimen@ECD, 2007;
Hayashiet al, 2008; Ohmoret al, 2005; Mascoleet al, 2010;
Sakaiet al, 2010).
Il test di trasformazione viene considerato vakéo
- il controllo positivo (3-MCA, 2.5 ug/ml) induce un
incremento significativo nella trasformazione chlte;
- il veicolo del trattamento (controllo solvente, [3K3) non

induce un incremento significativo della trasformae;
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- il numero totale deifoci trasformati rilevati nelle piastre
trattate con il controllo positivo € almeno 2 vqgtié elevato

di quello osservato nelle cellule trattate con DMSO

| criteri di classificazione sono stati definiti llsu base
della letteratura scientifica di riferimento (OECE)07; Hayashi
et al, 2008; Ohmoriet al, 2005; Mascolceet al, 2010; Sakaet
al., 2010). Il campione in esame viene consideratotipos
quando:

- l'aumento nel numero medio thci per piastra nel gruppo di
trattamento e significativo rispetto al controlloh&ente al
livello di confidenza del 99% per almeno una dellesi
esaminate o al livello di confidenza del 95% pee dupiu
dosi consecutive esaminate;

- laumento nella frequenza di trasformazione nettdta e
almeno 2 volte quello del controllo solvente;

- la tossicita indotta dal trattamento non e superiar90%,
cioe le cellule a rischio sono > 10% della popalaei

sottoposta al trattamento.

Un campione che soddisfa il primo dei due criteid non
il secondo viene considerato non classificabileqaivco. Un
campione che non soddisfa nessuno dei primi duericviene
considerato negativo. Un campione che soddisfadeiqrimi

due criteri, ma non il terzo, viene consideratdalso positivo.

5.5.3 Analisi statistica

Le differenze tra la media delle colonie nel grupto

trattamento e nel gruppo di controllo sono stadiarate con il
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test di Student (t-test). La significativita delliéferenze nelle
efficienze clonali assolute delle cellule espostdrattamento
chimico rispetto al controllo (cellule trattate cbsolo solvente)
sono state valutate con il test z per la companazidi due
proporzioni. L’efficienza clonale relativa & stataalizzata con il
test del Chi quadrato in tabelle di contingenza. 2x2

La significativita della percentuale di piastre itige
rispetto al numero totale di piastre esaminateaéa stalcolata
mediante il test di Fisher-Yates in tabelle di cog¢nza 2x2.

L’analisi statistica della distribuzione déoci € stata
eseguita con il test di Mann-WhitneM&nn-Whitney unpaired t
tes).

La valutazione statistica delle differenze sigmifice tra
le frequenze di trasformazione nei trattati e @ltollo solvente
e stata effettuata mediante applicazione del iesbriparazione
delle frequenze di Poisson, dopo avere verificéi® icvalori di
frequenza di trasformazione seguono una distribnei di
Poisson.

Tramite il test per la regressione lineare Cochran-
Armitage e stata evidenziata I'esistenza di unaretazione
significativa tra i valori di ECA e TF e le rispe# dosi di
trattamento e se tale correlazione risulta line@remaniera
significativa.

| dati di efficienza clonale relativi alle due caagme
(estiva ed invernale) sono stati analizzati separahte in
ambiente R basandosi su un modello GL&&eralized Linear
Modelg con distribuzione di probabilita Beta-Binomiale e
funzione legame Logit. In particolare, per valut#ieventuale
effetto della provenienza dell'estratto sul valdir&CR calcolato

e stato considerato un modello del tipo ECR ~ Doesgito +
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DoseSito (dove la componente DoseSito rapprestaitatio di
interazione tra la dose e il sito). Il test F vieeseguito per
valutare se il contributo delle singole componetdl modello
sono significative nel determinare una variazioret valore

assunto dalla variabile dipendente ECR.
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5.6 Analisi trascrizionale

Con il fine di approfondire gli studi tossicologilativi
all'aria campionata in prossimita dell'impiantotcattamento dei
rifiuti urbani di Bologna cellule BALB/c 3T3 A31-1-sono state
esposte ai campioni di P} estivi ed invernali, relativi ai siti di
Max Ricaduta Est, Controllo Est e Fondo Urbano. Setate
allestite per ogni tipologia di trattamento (sitoi d
provenienza/stagione) 3 repliche biologiche, gestdme tali a
partire dallo scongelamento delle cellule fino esdtrazione
del’RNA, e successivamente e stato preparato wh gioRNA

da testare in microarray in triplicato (replichertiehe).

5.6.1 Estrazione, purificazione, quantificazione e

controllo qualita del’RNA

Le cellule sono state seminate in piastre Pet6Gam(]
e trattate dopo 48h dalla semina. Dopo 4 ore tatreento, sono
stati effettuati 2 lavaggi in PBS. Le cellule sosmte lisate
direttamente in piastra utilizzando una soluziorenafasica di
fenolo acido e guanidina isotiocianato (Trizol). éascun
campione e stato quindi aggiunto un volume di dtwmio pari
ad 1/5 del volume di Trizol utilizzato. Dopo un paggio al
vortex, i campioni sono stati centrifugati per 4513000 rpm per
ottenere una separazione in fasi da cui si prdevase acquosa
contenente 'RNA. Un volume di etanolo 70% parvalume di
fase acquosa ottenuta e stato aggiunto ad ogniicamgd il
tutto ulteriormente purificato mediante passaggio celonna
RNeasy mini (RNeasy mini kit, Qiagen). L’'RNA di lginezza

superiore a 200 nucleotidi rimane adsorbito sulEmrana di
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gel di silice contenuta nella colonna cromatogegfiavato con
tamponi forniti nel kit Qiagen, quindi eluito corcua RNase
free 30 pl e conservato a -80°C.

La concentrazione dellRNA estratto e determinata
mediante lettura (260 nm) allo spettrofotomentrond@rop
1000 mentre la qualita viene valutata dall’anatisi profilo
elettroforetico mediante Bioanalyzer Agilent 21@G@condo la
procedura fornita dal RNA 6000 Nano Assay Kit (&g
Technologies) specifico per la valutazione del’lRNaAtale
eucariotico. Ogni RNA LabChip é costituito da unt B
microcapillari nei quali viene polimerizzato un geker la
separazione dei frammenti di acido nucleico. Ihwafe di cui e
fornito il Bioanalyzer traccia per ciascun campiane profilo
elettroforetico dell’intera popolazione di RNA dai i possono
ricavare informazioni su eventuali degradazioni I'deido
nucleico misurando il rapporto delle aree dei picch
corrispondenti al’lRNA ribosomale 28S e 18S, e sentuali

contaminazioni date da proteine o DNA(. 5.9).
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Figura 5.8: Elettroferogramma e immagine “gel-like” di RNA itt@ di alta qualita
(in alto) e parzialmente degradato (in basso). RNA Integrity Number

5.6.2 Marcatura RNA e ibridazione microarray

Il kit sviluppato da Agilent per la marcatura dei
messaggeri combina una fase di retrotrascrizion€éROA
totale a cDNA con una successiva fase di trasereiio vitro a
CcRNA durante la quale il cRNA viene marcato con ordecola
fluorescente costituita da citosin tri-fosfato (GTé®niugato al
fluorocromo cianina 3 (Cy3). Questo processo camsen
contemporaneamente alla marcatura del cRNA, una
amplificazione lineare dei trascritti che permetiepartire da
guantita anche molto piccole di RNA totale. Petetl¢ fasi del
processo che vanno dalla marcatura all'ibridazienao state
seguite le istruzione presenti nel protocollo adil€&54140-
90040_One-Color_GE_5.7. reperibile dal sito di Agil
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(http://www.chem.agilent.com/Library/usermanual®iRuG414
0-90040_One-Color_GE_5.7.pdf).

Per tutti i campioni sono stati amplificati gli RNA
partire da Jug di RNA totale.

Dopo la marcatura, il cRNA e stato analizzato allo
spettrofotometro NanoDrop in modo da valutare aiguantita
del cRNA amplificato (lettura a 260 nm) che l'inporazione
del fluorocromo (lettura a 550 nm). Si considerawtaetabili
incorporazioni superiori a 9 pmoli di fluorocromoerp
microgrammo di cRNA amplificato.

Gli oligo microarray sono stati ibridati alla tennptura di
60°C per 17 ore con 1.6pg di cRNA frammentato, tramite
digestione chimica per rendere piu efficiente lajppnento con
la sonda depositata sul vetrino. Sono state wdilezzslide con
format 4x44K Fig. 5.9, costituite, cioe, da 4 array contenenti
ciascuno 43379 probe, 245 delle quali ripetute dlev Al
termine dell'ibridazione i vetrini sono stati lavger togliere i

legami aspecifici e letti allo scanner.

Figura 5.9: Gasket slide, format 4x44K, Agilent.
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5.6.3 Lettura allo scanner e analisi dati

Per la lettura della slide é stato utilizzato istsima
Agilent Microarray Scanner che utilizza un laser pecitare |l
fluorocromo Cy3 e misurarne l'intensita di fluoresza emessa
a 570 nm.

L'immagine scansionataF{g. 5.10 e stata analizzata
mediante il software di Feature Extraction 9.1 gwrarre il dato

delle intensita del segnale relativo a ciascunaaon

Figura 5.10: Immagine della scansione di una slide 4x44K.

Il programma opera la localizzazione di tutti gpbos
sull'array, la definizione delldeature (area informativa dello
spot) e delbackgroundlocale per ciascuno spot, provvedendo
poi allo scarto dei pixel con intensita troppo at&roppo bassa
rispetto a una statistica di popolazione dell’intarray.

Insieme a questo dato, il software produce anche un
Rapporto di Controllo qualita nel quale, tra i v@arametri,
viene riportata la riproducibilitd intra-array. (i@ viene
espressa come mediana del Coefficiente di Variaz(@V) del
segnale relativo alle sonde (264) che sono replidsci volte

all'interno del vetrino.
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Per l'analisi dei dati ottenuti si & utilizzato software
dedicato, GeneSpring GX, che fornisce strumenttissiz
potenti ed accessibili per una veloce visualizzagied analisi
dei dati di espressione genica. |l software pernditindividuare
in modo rapido e affidabile gli obiettivi di intesge da un punto
di vista sia biologico che statisticamente sigaitino.
Sviluppato da Avadis™ (Strand Life Sciences), Gegmg§ GX
e parte della piattaforma fornita da Agilent psistemi di analisi

trascrizionale.

5.6.4 Interpretazione biologica

Per la comprensione dei processi attivati dai dingo
trattamenti & stato utilizzato I'approccio interateso fornito da
Pathway Express (vortex.cs.wayne.edu/projectg.htm

Pathway Express integra due tipi di analisi: lamari
valuta se i trascritti appartenenti ad un detertoinaathway
siano significativamente sovra-rappresentati nietka dei geni
modulati in esame, la seconda integra questo dato le
informazioni sull’entita della modulazione del siohg gene e
sulla posizione che i geni occupano nellambitalipathway a
topologia nota.

Il database di riferimento utilizzato da Pathwaypkess
per l'interpretazione biologica € quello definitacestantemente
aggiornato dallaKyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) (www.genome.jp/kegg/) e consiste in unaebine di
mappe geniche curate manualmente che ricopronenidscenza

attuale sulle interazioni molecolari e i networkehzione.
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5.7 Valutazione del rischio cancerogeno

La valutazione del rischio cancerogeno indotto
dall'inalazionelifetime di inquinanti ambientali, in relazione al
sito di campionamento, € stata condotta sui déie dasurazioni
gravimetriche di PMs, IPA, NIPA, diossine e furani e PCB,
effettuate da ARPA-ER, nelle due campagne (estich e
invernale), in base alle potenze relative entrstéssa classe di
composti chimici e allUR di rischio cancerogenoesifico
selezionato.

Sono state valutate di questi composti le conceiatna
medie stagionali in aria relative ai due periodi di
campionamento, presenti nei PM

Nel caso di valori inferiori al limite di rilevaki& si
utilizzato cautelativamente la meta di tale valore.

Le analisi statistiche sono state effettuate atmdo il
test di Student e confrontando le misurazioni &ftge nei siti di
massima ricaduta (Max ricaduta Est e Max ricaduas) con
quelle dei relativi siti di minima ricaduta (rispeamente
Controllo Est e Controllo Ovest) e quelle dei giti Fondo
urbano, di Fondo rurale e di massima influenzauttetle altre
fonti (Max fonti).

Per gli IPA e NIPA il valore considerato per lansi del
rischio cancerogeno € il valore totale affiancatal salore
trasformato in benzo(a)pirene equivalenti, piu infativo.

La potenza cancerogena della miscela € stimata lsatle
della somma dei valori trasformati in B(a)P equivdi di ogni
singolo componente.

Per valutare l'effetto cancerogeno di diossineafire

PCB diossino-simili, & stato utilizzato, il valoteasformato di
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ogni singola diossina e di ogni singolo PCB diogssimile in
TCDD equivalenti (TEQ) riferiti alla diossina di@sso (TCDD)
valutata come 1.

Anche per questi composti la potenza cancerogestata
stimata sulla base della somma dei valori trasfarmalCDD

equivalenti di ogni singolo componente.
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CAPITOLO 6

Risultati

6.1 Test di trasformazione

6.1.1 Risultati preliminari

Selezione del solvente

Sono state condotte prove comparative, con lo schpo
valutare I'effetto di estratti di particolato urlzampreparati con
metodologie di estrazione diverse (cicloesano-stoie o
acetone-Soxhlet) sull'attivita citotossica e trasfante di cellule
BALB/c 3T3 A31. La necessita del confronto é naaafdtto che
studi tossicologici precedenti erano stati condattpartire da
campioni di PM estratti con cicloesano
(http://www.provincia.bologna.it/ambiente/Engine/BérveFile.
php/f/Progetti/valutazionerischio_frullo.pdf). Datttenuti nel
corso dellattivita di monitoraggio della qualitaelliaria,
mediante test di Ames dal Laboratorio di Mutagenesi
Ambientale ARPA-ER di Parma, indicano pero, unaitam
attivita mutagena a carico di estratti organicilapaispetto a
quelli preparati con solventi a piu elevata poa(idiclorometano
0 acetone).

Gli estratti organici ottenuti con diverse metoaicHi
estrazione (esano-sonicazione e acetone-soxhletp siati
portati a secco, ripresi con DMSO e esaminati derefetti
citotossici e l'attivita trasformante.

Tutte e due le modalitd di estrazione hanno ortgina

campioni che inducono tossicita dose-relata. Tiatdestratto
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organico di PM ottenuto con acetone € risultato f@ssico
dell’'estratto in esano e sono state necessarieiai@siori per
osservare riduzione dell’efficienza clonaked. 6.1).

Anche la capacita di indurre formazione doci
trasformati sembra essere superiore per gli estmatetone e la
frequenza di trasformazione é risultata signifiatiente diversa
rispetto al controllo dopo trattamento con [I'estrat
corrispondente a 6 hali aria campionata/piastrgi§. 6.2).

Dato che lo studio, per necessita di ordine orgaatizo
dei laboratori coinvolti, & stato condotto con asitpreparati con
acetone, la forte tossicita riscontrata nelle lir8¥8 ha reso
necessaria una attenta valutazione delle quantitimi da

utilizzare per la conduzione dell'attivita sperintede successiva.

30 4
25 O hexane
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0 24 6 12

Nm?3

mean colony number+ SE

Figura 6.1: Effetti citotossici (numero medio di colonie/gi@s+ errore standard) su
BALB/c 3T3 con estratti organici di PMdi fondo urbano ottenuti con diverse
procedure di estrazione.

** n<0.01 vscontrollo solvente, t-test.
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Figura 6.2: Effetti trasformanti (frequenza di trasformazipiset BALB/c 3T3 con
estratti organici di PMs di fondo urbano ottenuti con diverse procedure di
estrazione.

** P<0.01 vscontrollo solventePoisson rates comparison.
* P<0.05vs controllo solventePoisson rates comparison.

Selezione del modello cellulare

Lo studio di prevalidazione, concluso di recenté&ana
valutare la predittivita del test di trasformaziomme vitro su
cellule BALB/c 3T3 nello screening di cancerogetdictdelle
sostanze chimiche ed e stato condotto con il cBAEB/c 3T3
A31-1-1 (OECD, 2007).

Questa linea € disponibile pressoHéalth Science
Research Resource Barf®saka, Japan) e viene attualmente
utilizzata nel nostro laboratorio per la valutagaalo screening
di composti chimici.

Sono state condotte alcune prove sperimentali per
confermare l'idoneita del clone BALB/c 3T3 A31-1gkr lo
studio di miscele ambientali complesse contenent s
cancerogeni diretti che indiretti.

Le cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 sono state esposte ad
alcuni cancerogeni noti, normalmente usati cometrotn
positivi nel saggio di trasformaziome vitro per determinare la

risposta alla esposizione a sostanze chimiche. Sstad
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utilizzati, idrocarburi policiclici di riferimentaquali 3-MCA e
B(@)P, alla concentrazione finale di 2,5 pg/ml; -1,2
Dibromoetano (1,2-DBE) alla concentrazione final&@ pg/mi

e Melphalan, un agente alchilante bifunzionale, a all
concentrazione di 1 pM.

Nel test di citotossicita, le cellule hanno mosiratevata
efficienza clonale e risposta dose-relata agli adrburi
policiclici aromatici 3-MCA e B(a)P Hig. 6.3 e allagente
alchilante melphalan FHg. 6.4. Il trattamento con 1,2-
dibromoetano (1,2-DBE) non ha determinato riduzioni

significative nell’efficienza clonaleHg. 6.5.
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Figura 6.3: Citotossicita (numero medio di colonie/piastrartore standard) indotta
in cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 da 3-MCA e B(a)P.

** n<0.01 vscontrollo solvente, t-test.

98



MELPHALAN
120 A
w100 A
)]
+ 80 | **
g **
E 60 -
2 40 -
o
S **%
1S 0 T T T T
0 0,25 0,5 1
pg/mi

Figura 6.4: Citotossicita (numero medio di colonie/piastrartore standard) indotta
in cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 dall'agente alchilanimelphalan.

** p<0.01 vscontrollo solvente, t-test.
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Figura 6.5: Citotossicita (numero medio di colonie/piastrartore standard) indotta
in cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 da 1,2-DBE.

** n<0.01 vscontrollo solvente, t-test.

Le cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 sono successivamente
state esposte ai cancerogeni noti 3-MCA e 1,2-DB# p
valutarne la sensibilita alla trasformazione indathimicamente.
3-MCA (range di dosi: 0.5-2.5 pug/ml) ha indotto un aumento
dose-relato della frequenza di trasformaziok&.(6.6. 1,2-
DBE non sembra in grado di indurre trasformaziameguesto
sistema sperimental€&i. 6.7).
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Figura 6.6. Trasformazione (frequenza di trasformazione) ftedim cellule BALB/c

3T3 A31-1-1 da 3-MCA.

* p<0.05vscontrollo solventePoisson rates comparison.
** n<0.01 vscontrollo solventePoisson rates comparison.
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Figura 6.7: Trasformazione (frequenza di trasformazione) ftedim cellule BALB/c

3T3 A31-1-1 da 1,2-DBE.

Le cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 sono molto sensikalla

trasformazione chimica e presentano una frequenta d

trasformazione spontanea inferiore rispetto al rod@ALB/c

A31 prima utilizzato, con una riduzione del rischio false
positivita. Le cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 sono i@ molto

sensibili alla tossicita e alla trasformazione itelalagli IPA 3-

MCA e B(a)P. Non sembrano invece rispondere in modo
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soddisfacente a idrocarburi alifatici bromurati arta catena
come 1,2-DBE. Si puo0 ipotizzare in questa linedutake una
carenza di attivita della GSH-transferasi, enzinepufato alla
bioattivazione del 1,2-DBE nel suo metabolita ieatt

La buona capacita di risposta al 3-MCA, normalmente
inserito come controllo positivo nel test di trash@azione, rende
le cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 un modello valido pler studio
del profilo tossico e cancerogeno di campioni amigik
contenenti miscele complesse di IPA.

L’elevata citotossicita osservata per gli estrattacetone
di particolato urbano raccolto durante la stagiameernale e
stata confermata anche nel clone BALB/c 3T3 A31-(Fb.
6.9).

120 7
100 A

80 A

*%

20 A

mean colony humber + se

0 1 2 6
Nm?3

Figura 6.8: Effetti citotossici (numero medio di colonie/pi@s+ errore standard) su
BALB/c 3T3 A31-1-1 con campioni di PMdi fondo urbano estratti con acetone.

** n<0.01 vscontrollo solvente, t-test.
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6.1.2 Campagna estiva

Le cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 sono state trattatem gli
estratti di PM 5 raccolti durante la campagna estiva (13/06/2008-
24/07/2008) nei punti di campionamento selezionzr le
indagini tossicologiche.

Le quantita di estratto utilizzate sono corrisporida 1-
2-6-12 i di aria campionata. Nell@abella 6.1 vengono
presentate le corrispondenze tra le quantita datstcon cui
sono stati eseguiti i trattamenti nel corso deflarsnentazione

(espresse in e i pg di particolato.

Max ricaduta Controllo Fondo urbano | Fondo rurale
(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
12 nt 93 84 75 56
6m’ 47 42 37 28
2m 16 14 12 9
im 8 7 6 5

Tabella 6.1 Campagna estiva. Caratterizzazione dei campisati tnelle analisi
tossicologiche.

Nel test di citotossicitg tutti i campioni raccolti durante
la campagna estiva determinano una riduzione dfaienza
clonale di cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 dopo trattame con le
dosi piu alte utilizzate, corrispondenti a 6 e 12 thnumero
medio di colonie risulta ridotto in modo significat anche dopo
trattamento con le dosi pitl basse saggiate (1 & 2legli estratti
di PM, s prelevati nei siti Fondo Urbano e Fondo Rurakag(
6.9).
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Max ricaduta Controllo
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Figura 6.9; Campagna estiva. Effetti citotossici (humero roatlicolonie + errore
standard) indotti da estratti di BM

** n<0.01 vscontrollo solvente, t-test.

Per valutare [l'eventuale effetto della provenienza
dell'estratto sul valore di ECR calcolato e statasiderato un
modello del tipo ECR ~ Dose + Sito + DoseSito. Beanto
riguarda il dato dell’efficienza clonale relativdlaacampagna
estiva il contributo del fattore associato al siioprovenienza
dell'estratto e risultato molto significativo (Fste p-value <
0.001). Di conseguenza, nell'intervallo di dosi sidarato, si
puo escludere l'ipotesi che la risposta mediasaiiigo sia la
stessa (a parita di¥nindipendentemente dal sito di provenienza

dell'estratto Fig. 6.10.
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Campagna Estiva
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Figura 6.10 Campagna estiva. Rappresentazione dei dati spefah (punti) e
delle curve associate al modello su cui si & bdsatalisi. ECR = efficienza clonale
relativa.

Il test di trasformazione condotto con i campioni della
campagna estiva e stato considerato valido. Infattontrollo
positivo (3-MCA, 2.5 ug/ml) ha indotto un increment
significativo nella trasformazione cellulare (10 agire
positive/10 piastre totali, 1#®ci), mentre il veicolo (DMSO) non
ha indotto un incremento significativo della trasfiazione (1
piastra positiva/10 piastre totalifdcug; inoltre il numero totale
dei foci trasformati rilevati nelle piastre trattate corcdntrollo
positivo € almeno 2 volte piu elevato di quelloargato nelle
cellule trattate con DMSO.

Nessuno degli estratti di P ha indotto un incremento
significativo del numero medio doci trasformati/piastraHig.
6.11) o della frequenza di trasformaziorigd. 6.12 rispetto alle
cellule trattate solo con il veicolo. Sulla base clgeri definiti
nel capitolo Materiali e Metodi, i campioni esantingono stati
considerati negativi, ovvero non in grado di ineéurr
trasformazione cellularm vitro nel modello BALB/c 3T3 A31-
1-1.
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Max ricaduta
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Figura 6.11: Campagna estiva. Effetti trasformarfodi/piastra + errore standard)
indotti da estratti di Pk,

** n<0.01 vscontrollo solventelMann Whitney unpaired t-test
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Figura 6.12 Campagna estiva. Effetti trasformanti (frequedzdrasformazione)
indotti da estratti di Pk,

** n<0.01 vscontrollo solventePoisson rates comparison
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6.1.3 Campagna invernale

Le cellule BALB/c 3T3 A31-1-1 sono state trattatem gli

estratti  di

PMs raccolti durante

invernale
(15/01/2009-12/03/2009) nei punti di campionamesai@zionati

per le indagini tossicologiche.

la campagna

Le quantita di estratto utilizzate sono corrisporida 1-
2-6-12 i di aria campionata.

Nella Tabella 6.2 vengono presentate le corrispondenze
tra le quantita di estratto con cui sono stati egegtrattamenti
nel corso della sperimentazione (espresse fh eni pg di
particolato.

Sono stati testati per gli effetti cancerogeni darege di
concentrazioni.

Max ricaduta Controllo Fondo urbano | Fondo rurale
(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
12 nt 142 138 118 133
6 m’ 71 69 59 67
2m 24 23 20 22
im 12 11 10 11

Tabella 6.2 Campagna invernale. Caratterizzazione dei campigati nelle analisi
tossicologiche.

Nel test di citotossicita gli estratti organici di particolato

urbano raccolto nella stagione invernale hanno ttodo

significativi effetti citotossici sulle cellule BABR/c 3T3 A31-1-1.
Nel test presentato ifrigura 6.13 tutte le dosi di estratto
saggiate (1-2-6-12 ™ hanno determinato una riduzione

significativa  del

numero medio di

colonie/piastra
indipendentemente dal sito di provenienza.
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Max ricaduta Controllo
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Figura 6.13 Campagna invernale. Effetti citotossici (numeredm di colonie +
errore standard) indotti da estratti di PM

* p<0.05vscontrollo solvente, t-test.
** n<0.01 vscontrollo solvente, t-test.

Secondo i criteri di accettabilita,tést di trasformazione
eseguito con i campioni relativi alla campagna inaege € stato
considerato valido. Il controllo positivo (3-MCA,22ug/ml) ha
indotto un incremento significativo nella trasfoaitne
cellulare (10 piastre positive/10 piastre totall,f8ci), mentre il
veicolo (DMSO) non ha indotto un incremento sigrafivo
della trasformazione (1 piastra positiva/10 piasitali, 1focus;
inoltre il numero totale dei foci trasformati ril@v nelle piastre
trattate con il controllo positivo € almeno 2 vattiel elevato di

guello osservato nelle cellule trattate con DMSO.
Il trattamento con gli estratti di P invernali non ha

indotto alcun incremento significativo nel numercedio di

foci/piastra Fig. 6.14. Sulla base dei criteri definiti nel capitolo
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Materiali e Metodi, i campioni invernali sono stgbercio
considerati tutti negativi, ovvero non in grado ihdurre

trasformazione cellularm vitro nel modello BALB/c 3T3 A31-

1-1.

Max ricaduta Controllo
5 5
*% *%
4 A 4
4 [
% 3 K 31
2 24 e,
22 52
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*% *%
44 4 -
i‘é 39 % 3
s | k]
Tg 2 % 2
.~ l - Q 1 m
0 g . h _ch _h
DMSO MCA 1 2 6 12 DMSO MCA 1 2 6 12
m?3 m3

Figura 6.14 Campagna invernale. Effetti trasformanfodi/piastra + errore
standard) indotti da estratti di BM

** n<0.01 vscontrollo solventelMlann Whitney unpaired t-test

Per alcuni campioni, in particolare gli estratti| de
Controllo e del Fondo Rurale alla dose piu altizatita (12 ),
sono state calcolate frequenze di trasformazionkéonetevate e
significativamente diverse rispetto a quella caltal per il

controllo solventeKig. 6.15.
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Max ricaduta Controllo
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Figura 6.15 Campagna invernale. Effetti trasformanti (frequeedi trasformazione)
indotti da estratti di Plyk.

** n<0.01, vscontrollo solventePoisson rates comparison

Alla dose 12 m la tossicita indotta dal trattamento &
superiore al 90%, quindi le cellule a rischio soneno del 10%
della popolazione sottoposta al trattamento. Instjueasi la
probabilita di falsi positivi € molto elevata.

Per confermare la negativita dei campioni invermesi
test di trasformazionim vitro, il test e stato ripetuto focalizzando
I'attenzione sull’intervallo di dosi pitl elevato-8610-12 ).

Nella Tabella 6.3 sono riportate le corrispondenze tra le
tra le quantita di estratto con cui sono stati egeptrattamenti

(espresse in e i pg di particolato.
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Max ricaduta Controllo Fondo urbano | Fondo rurale
(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
12 nt 142 138 118 133
10nt 118 115 99 111
8 m’ 94 92 79 89
6 m’ 71 69 59 67

Tabella 6.3 Campagna invernale. Caratterizzazione dei campigati nelle analisi
tossicologiche.

Secondo i criteri di accettabilita, anche in questiso |l
test di trasformazione e stato considerato valitiaontrollo
positivo (3-MCA, 2.5 ug/ml) ha indotto un increment
significativo nella trasformazione cellulare (10 agire
positive/10 piastre totali, 3®ci), mentre il veicolo (DMSO) non
ha indotto un incremento significativo della trasfiazione (1
piastra positiva/10 piastre totali,f@ci); inoltre il numero totale
dei foci trasformati rilevati nelle piastre trattate corcdantrollo
positivo € almeno 2 volte piu elevato di quelloaygato nelle
cellule trattate con DMSO.

Dopo trattamento con gli estratti di BMinvernali
nellintervallo di dosi 6-12 rhnon & stato possibile mettere in
evidenza alcun incremento significativo nell'induze di
trasformazione cellulari vitro nel modello BALB/c 3T3 A31-

1-1 (Fig. 6.16.

110



Max ricaduta Controllo
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Figura 6.16 Campagna invernale. Effetti trasformanfodi/piastra + errore
standard) indotti da estratti di BM

** n<0.01 vscontrollo solventelMann Whitney unpaired t-test

Anche in questo esperimento le frequenze di
trasformazione calcolate per il campione di Cotdralla dose
piu alta utilizzata (12 M) e del Fondo Urbano (per le dosi 10 e
12 nt) sono molto elevate e significativamente diveispatto a

quella calcolata per il controllo solventad. 6.17).
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Max ricaduta Controllo
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Figura 6.17. Campagna invernale. Effetti trasformanti (frequeedi trasformazione)
indotti da estratti di Plyk.

* p<0.05vscontrollo solventePoisson rates comparison
** n<0.01 vscontrollo solventePoisson rates comparison

Si tratta in tutti i casi di dosi che determinano effetto

citotossico superiore al 90%, dove le cellule ahiis sono meno

del 10% della popolazione sottoposta al trattam@itp 6.19.

112



Max ricaduta Controllo
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Figura 6.18 Campagna invernale. Effetti citotossici (numeredm di colonie +
errore standard) indotti da estratti di PM

* p<0.05vscontrollo solvente, t-test.
** n<0.01 vscontrollo solvente, t-test.

Le elevate frequenze di trasformazione osservaieqrm
percio essere considerate come falsi positivi.

Sulla base dei criteri definiti nel capitolo Matdri e
Metodi, il giudizio di negativita sui campioni inv&li viene

confermato.

Considerando tutti i dati derivanti degli esperitnedt
citotossicita ottenuti a partire dagli estratti énwvali, € stato poi
valutato l'eventuale effetto della provenienza 'ésitatto sul
valore di ECR calcolato, considerando un modeliatige ECR
~ Dose + Sito + DoseSito. Nella campagna invernile
contributo del fattore associato al sito di proeeza dell'estratto
e risultato molto significativo (F-test: p-value &001). Di
conseguenza, nell'intervallo di dosi consideratpus escludere

I'ipotesi che la risposta media all'estratto siatéssa (a parita di
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m°) indipendentemente dal sito di provenienza detiz® Fig.
6.19.

Campagna Invernale
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Figura 6.19 Campagna invernale. Rappresentazione dei datingpetali (punti) e

delle curve associate al modello su cui si & bdsatalisi. ECR = efficienza clonale
relativa.
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6.2 Analisi trascrizionale

L’'analisi tossicogenomica proposta in questo stuako
valutato I'effetto dell’esposizione ad estrattiRIM, 5 nella linea
cellulare BALB/c 3T3 A31-1-1 con il fine di approfdire gli
studi tossicologici relativi all’aria campionata iprossimita

dell'impianto di trattamento dei rifiuti urbani 8iologna.

6.2.1 Disegno sperimentale

Un esperimento di microarray applicato allo studio
dell’'espressione genica ha come oggetto I'analisnidliaia di
geni contemporaneamente. Considerato I'elevato nunok
informazioni derivabili da un singolo esperimento neolto
importante l'utilizzo di strumenti statistici adegjuche devono
essere supportati da un corretto disegno speriteenta

In questo studio, oltre alla fase di campionamenhb
PM,s la maggiore fonte di variabilita € da individuanella
manipolazione delle cellule e nel loro trattameche si riflette
in una differente risposta cellulare allinsultossico. E stato,
percido, deciso di replicare in maniera completament
indipendente queste fasi, scegliendo solo 3 punti d
campionamento (Max Ricaduta Est, Controllo Est endéo
Urbano), una sola dose e un solo tempo di tratteonéa dose
impiegata, selezionata sulla base dei dati di assitita degli
estratti testati, corrisponde all’'estratto di £Montenuto in 8 h
di aria campionata.

Nella Tabella 6.4 sono riportati i valori in pg/ml di
particolato corrispondenti a 8°mper ciascuno dei trattamenti

impiegati per I'analisi trascrizionale.
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Max ricaduta Controllo Fondo urbano
(ng/ml) (ng/ml) (Lg/ml)
estate 62.22 56.28 49.98
inverno 94.44 91.93 78.83

Tabella 6.4: Valori in pg/ml di particolato corrispondenti an®, per ciascuno dei
trattamenti impiegati nell’analisi trascrizionale.

La scelta del tempo di trattamento si e invece thasa
dati di letteratura (Seet al, 2007) che dimostrano come dopo 4-
6 ore di esposizione a miscele ambientali complegsessibile,
in molti sistemi cellulari, misurare una rispostastrizionale
consistente e rappresentativa della risposta adella cellula
all'insulto tossico.

Il disegno sperimentaleF{g. 6.20) € stato articolato
nell’allestimento di 3 repliche biologiche, gestiteme tali a
partire dallo scongelamento delle cellule BALB/c33A31-1-1
fino all'estrazione del’lRNA, e nella successivaparazione di
un pool di RNA da testare in microarray in tripticgrepliche

tecniche).
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Figura 6.20. Disegno sperimentale.

6.2.2 Riproducibilita tecnica

Ciascuna immagine prodotta dalla scansione deinvelir

microarray e stata analizzata dal software Fedfuteaction 9.1

(Agilent) per estrarre dallimmagine il dato dell@ensita del

segnale relativo a ciascuna sondiasieme a questo dato, il

software produce anche un Rapporto di Controlloliguael

quale, tra i vari parametri, viene riportata larogiucibilita intra-

array. Questa viene espressa, in percentuale, cosdéana del

coefficiente di variazione del segnale relativee adbnde (264)
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che sono replicate dieci volte all'interno del et Nei vetrini
microarray relativi allo studio questa percentualerisultata
sempre essere conforme e al di sotto del limitaadiettabilita
(stabilita a priori da Agilent, pari all’'8%).

Per quanto riguarda, invece, la riproducibilitéemarray,
cioe tra array replicati, il coefficiente di commelone del segnale
processato (sottratto del background e normalizza&toin
generale molto alto mentre il coefficiente di vaigme mediano
delle singole sonde si trova sempre al di sotto loheite di

accettabilita pari al 10%.

6.2.3 Analisi statistica

Dopo filtrazione dei dati relativi a ciascun gena per
intensita che per qualita del segnale in modo ohairgdre | dati
piu rumorosi, si e effettuata un’analisi statistidagli effetti
indotti dal particolato urbano in esame utilizzarmtle approcci

“All samples analysi® “Two-sample analysis

All samples analysis

Nella “All samples analysise stato analizzato il risultato
degli esperimenti di microarray nella maniera piangrale
possibile, con lo scopo di individuare le differenz le
somiglianze tra i diversi trattamenti. Sono stdénitificati i geni
i cui livelli di espressione risultano differentrat le varie
condizioni di trattamento utilizzando come strunosestatistico
One-way ANOVA ANalysis Of. Variange

In questa fase di analisi, e stata valutata I'esgiome di
alcuni dei principali marcatori di risposta a migcambientali

complesse in modo da indagare la sensibilita dieka cellulare
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al trattamento con PM.

Il profilo di espressione dei geni identificati rimde
ANOVA (p<0.01, Bonferroni) & stato utilizzato peicavare,
tramite PCA Principal Component Analy9isle componenti
principali che meglio descrivono gli effetti deiattamenti.
L’'analisi One-Way ANOVA (p<0.01, Bonferroni) ha
identificato 9446 geni il cui livello di espresservaria in
risposta ai trattamenti presi in esame. Il risoltaportato in
Figura 6.21 e affiancato alclustering gerarchico Fig. 6.22
applicato all'intera lista di geni filtrata per basse intensita di
segnale.
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Figura 6.22 Clustering gerarchico (Distanza: Euclidean; Algoritmo di Lamge:

Ward's) dei profili trascrizionali basato sull'imte lista di geni filtrata per basse
intensita di segnale (lggntensita di segnale>3, 22965 geni).

Entrambi gli approcci analitici mettono in eviderctee:

nella

stagionale evidente;

risposta trascrizionale si

osserva un effetto

 la risposta agli estratti estivi € molto simile trdiversi
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siti;

* rispetto al non trattato, il Fondo Urbano invernoaloca
ad una distanza intermedia tra la Max Ricaduta e |l
Controllo, che rimane il trattamento piu distantgquendi

differente dal non trattato.

Two-sample analysis

Nella “Two-sample analysissono stati confrontati a due
a due gli estratti Max Ricaduis Fondo Urbano, Controlles
Fondo Urbano e Max Ricaduta Controllo, approfondendo poi
nei dettagli il significato biologico delle modulani
trascrizionali.

Tali valutazioni sono state effettuate solamente pe
campioni relativi alla campagna invernale. Si eisteali non
analizzare i confronti a due relativi alla stagi@stiva in quanto
sia I'analisi PCA che itlusteringhanno evidenziato una risposta
trascrizionale molto simile tra i tre siti di Maxidaduta,
Controllo e Fondo Urbano.

| risultati dei t-test per [lidentificazione dei mge
differentemente espressi tra i campioni invernatcsriassunti in
Tabella 6.5dove per ciascun confronto e riportato il numeiro d
geni che superano il test con FDR <0.6al¢e Discovery Rate
Benjamini-Hochbery e che presentano unfold-change

superiore, in valore assoluto, ad 1.2.
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BALB/c 3T3
(t-test, FDR<0.01 fold-change >1.2)

Winter
Max ricadutavs Fondo urbano 1584
Controllovs Fondo urbano 1617
Max ricadutavs Controllo 4190

Tabella 6.5 Numero di geni la cui espressione &€ modulataoefronti a due sulla
base del t-test (FDR<0.01) e con un valore assdliftid-change> 1.2.

Il numero di geni che risultano modulati nel combm
Max Ricadutavs Controllo e il pit alto. Questo dato conferma
guanto osservato nell'analisi PCA riportataHigura 6.21, che

mostra come questi due campioni siano molto distantli loro.

6.2.4 Interpretazione biologica: campagna invernale

Una volta identificati quali geni risultano
significativamente modulati in seguito ai trattarmecon gli
estratti invernali di PMYls tramite t-test, € stato applicato Pathway
Express come strumento per mettere in luce su gquabdessi
biologici queste modulazioni vadano a convergere.

Viene calcolato un fattore di perturbazione di cias
gene tenendo conto del valore normalizzato delldutazione di
guel genefpld changé e della perturbazione dei geni a valle del
gene stesso. Infine viene calcolato il fattore mpatto (IF) di
tutto il pathway basandosi sia sulla proporziongehi regolati
che sui fattori di perturbazione di ciascun genkpdghway. |
fattori di impatto sono utilizzati per ordinarelista dei pathway
modulati (Draghicet al, 2007).

Di queste analisi verranno riportati solo i ristil@u schematici
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ottenuti mediante Pathway Expre3aly. 6.6).

Campagna invernale

Max ricaduta vs Fondo
urbano

Controllo vs Fondo urbano

Max ricaduta vs
Controllo

Circadian rhythm

Focal adhesion

MAPK signaling pathway
Pathways in cancer

Fc epsilon RI signaling
pathway

T cell receptor signaling
pathway

Type Il diabetes mellitus
Glioma
p53 signaling pathway

Natural killer cell mediated
cytotoxicity

Toll-like receptor signaling
pathway

Phosphatidylinositol signaling

system

Colorectal cancer

Pathways in cancer
Small cell lung cancer
Prostate cancer
Apoptosis

Ubiquitin mediated
proteolysis

Cell cycle

Chronic myeloid leukemia
Adherens junction

p53 signaling pathway
Pancreatic cancer

ErbB signaling pathway

)

Cell adhesion molecules
(CAMS)

Leukocyte transendothelial
migration

Circadian rhythm
Ribosome

Ubiquitin mediated
proteolysis

Pathways in cancer

Cell cycle

MAPK signaling pathway
Adherens junction

Focal adhesion

Small cell lung cancer
Prostate cancer

Regulation of actin
cytoskeleton

Apoptosis
Glioma

T cell receptor signaling
pathway

Phosphatidylinositol
signaling system

Toll-like receptor signaling
pathway

Nucleotide excision repair
Chronic myeloid leukemia
Pancreatic cancer
Melanoma

Renal cell carcinoma

Whnt signaling pathway
Base excision repair

Colorectal cancer

Tabella 6.6 Analisi mediante Pathway Express: lista delle peageniche KEGG
trascrizionalmente modulate ordinate secondo tneatlel fattore d'impatto (IF>10,

gamma-p value< 0.05).
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Alcune mappe geniche KEGG risultano particolarmente
importanti per comprendere i temi biologici domihache
caratterizzano i diversi confronti. Tra queste sooente vi e
quella relativa al §53 signaling pathwaythe e la via di segnale
controllata dalla proteina p53 in grado di regolanelti dei
processi fisiologici di risposta a stress qualicbtm del ciclo,
riparo del DNA e morte cellulare per apoptosi.

Dall’analisi delle mappe relative a questo pathway
deduciamo che sia nei siti Max Ricadufag( 6.22 che in
Controllo Fig. 6.23 rispetto al Fondo Urbano la via di segnale
di p53 e attiva con il conseguente blocco del cioidlulare
(induzione di p21 e GADDA45).

Gli esiti pero sono differenti a seconda del tragato:
nel Controllo, infatti, si ha una chiara attivazondella
trascrizione di alcuni effettori chiave delle morellulare per
apoptosi (CASP3) mentre nella Max Ricaduta prevale
l'attivazione di un segnale di sopravvivenza comi&o
dall'attivazione diMAPK signaling pathway.

L’attivazione diquesta via di segnale & confermata anche
nel confronto Max Ricadutas Controllo dove, osservando le
mappe geniche in dettaglio, ritroviamo i temi gigstiv nel
Controllo prevale [lattivazione trascrizionale aellvie di
controllo del ciclo cellulare e dell’apoptosi Rathways in
cancer”, “Cell cycle”, “Apoptosis) mentre sono sostenute da
geni prevalentemente up-regolati in Max Ricadutspeito
Controllo le vie di riparo del danno al DNA e dasduzione del
segnale (MAPK signaling pathway”, “Phosphatidylinositol
signaling system”, “Toll-like receptor signaling travay” e “T

cell receptor signaling pathway
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6.3 Valutazione del rischio cancerogeno

6.3.1 Campagna estiva

Caratterizzazioni chimiche: PM, IPA e NIPA

La numerosita dei campioni analizzati durante iliquio
Giugno-Luglio 2008 non e la stessa nei diversi giii
campionamento. In alcuni casi la numerosita deidigponibili
e inferiore al 50% del totale dei giorni di cammamento.

Nel sito Max Ricaduta Est le analisi di IPA su PJjdono
state eseguite su 37 campioni sui 40 giorni di cgangmento,
quindi la media (ng/M su cui & stata operata la valutazione &
rappresentativa della concentrazione media risatmtal sito
durante il periodo di campionamento.

Nel sito Controllo Est sono state effettuate 19
misurazioni, ognuna delle quali si riferisce a wripdo di 48
ore. Anche in questo sito quindi possiamo ragioimeate
considerare che la media (ndjmsia rappresentativa della
concentrazione media riscontrata al sito durantpeiiodo di
campionamento.

Diverso € il discorso per gli altri siti, per cupre stati
analizzati 8-10 campioni (ognuno dei quali rifer&aun periodo
di 48 ore). La scelta dei campioni da analizzastaga fatta al
fine di soddisfare i seguenti due punti:

1) massimizzare la differenza tra i siti di Max &iata
Est e Controllo Est rispetto alla modellizzazione
dell’inceneritore;

2) ottenere la contemporaneita dei campioni aretiizeei
diversi siti selezionando i 10 periodi di 48 oresgtresentano i

valori piu elevati della differenza di ricaduta tranassimo Est e
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il suo controllo.

Le medie calcolate non sono quindi considerabiineo
concentrazioni medie riscontrate nei diversi sitirathte |l
periodo di campionamento. Possono essere invecsderate
come rappresentative del peggiore scenario dalopdntvista
tossicologico in cui la sorgente “inceneritore” ioe
maggiormente nei siti di massima ricaduta e il mpoessibile

sugli altri siti.

Nella Tabella 6.7si evidenzia per il P la misurazione
gravimetrica espressa in pg/mmella seconda colonna e la
relativa caratterizzazione chimica relativa aglf IBtali (terza
colonna), alla concentrazione del singolo B(a)Ptotdle degli
IPA che presentano il fattore di equivalenza (PHE&)arta
colonna) e il relativo valore di trasformazione B(a)P

equivalenti (ultima colonna).
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IPA

PMs s IPA tot B(@)P IPA con PEF B(a)P eq
ug/n? ng/nt
Max ricaduta Est 19.518 +7.212 0.500 + 0.200 0.010 + 0.008 0.2P4187 0.060 + 0.026
Controllo Est 20.235 + 7.422 0.406 + 0.177 0.013 + 0.007 0.194077 0.057 +0.011
Max ricaduta Ovest* 20.452 +6.079 0.489 +0.119 0.011 + 0.006 0.195081 0.056 + 0.010
Controllo Ovest* 19.142 + 6.859 0.628 + 0.363 0.018 + 0.016 0.2831%9 0.086 + 0.041
Controllo distanza* 18.647 + 7.678 0.343+0.075 0.012 + 0.005 0.178071 0.056 + 0.011
Fondo urbano* 17.949 +7.236 0.237 £ 0.075 0.009 + 0.002 0.1P7088 0.050 + 0.008
Max fonti* 19.825 + 6.616 0.603 + 0.194 0.016 + 0509| 0.228 +0.127 0.060 + 0.016
Min ricaduta* 20.199 +7.319 0.302+0.111 0.004 +0502|  0.100 + 0.033 0.042 + 0.004

Tabella 6.7 Caratterizzazione chimica rela

tiva a P\ IPA.

| dati sono espressi come concentrazione me@R, in riferimento ad un periodo di circa 40 giorn

* | dati sono espressi come concentrazione me@®, considerando le misurazioni relative a camguoanti effettuati in circa 20 di 40 giorni di masiaggio.

2 p<0.05 rispetto a Max ricaduta Ovest, t-test.

®p<0.05 rispetto a Max ricaduta Est, t-test.
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Per quanto riguarda il totale di IPA misurati estamma
degli IPA che presentano il fattore di potenza eaogena non si
osservano differenze statisticamente significatmee confronti
effettuati.

Il valore del singolo B(a)P risulta essere maggicoa
rilevanza statistica nei campioni relativi al siddax Fonti
rispetto al sito Max Ricaduta Est e risulta essenmgore in Min
Ricaduta rispetto a Max Ricaduta Est, come atteso.

Per quanto riguarda il valore trasformato in B(a)P
equivalenti si hanno differenze significative nangionamenti
presso il sito Min Ricaduta, dove si riscontra umngontare di
B(a)P equivalenti inferiore rispetto a Max Ricadl. Il valore
di B(a)P equivalenti di Max Ricaduta Ovest e sigaifivamente
minore rispetto a quello del Controllo Ovest. Inegtultima
situazione si osserva un andamento opposto risgetipiello
atteso: il sito Controllo Ovest costituisce, infait controllo

negativo del punto di campionamento di Max Ricaddvast.

Nella Tabella 6.8 si evidenzia, per il Pl la diversita
della trasformazione in B(a)P equivalenti rispettdNIPA totali,
al 2-nitrofluorene e al 1-nitropirene che rapprésea gli unici
NIPA che presentano il fattore di equivalenza (RBkisurati da
ARPA-ER in questa stagione. Per quanto riguardaufaerosita
dei campioni analizzati possono essere fatte cereni

analoghe a quelle esposte per gli IPA.
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NIPA
. . -ni +1-
PM; 5 NIPA tot 2-nitrofluorene|  1-nitropyrene 2 nitrofluorene + 1
nitropyrene B(a)P eq
ug/n ng/n
Max ricaduta Est 19.518 + 7.212 0.628 + 0.506 0.087 +0.234 0.326282 0.033 +0.029
Controllo Est 20.235 + 7.422 0.045 + 0.031 0.002 0.037 + 0.03L 000+ 0.003
Max ricaduta Ovest* | 20.452 +6.079 0.192 + 0.091 0.002 0.184 + 0.09[L 01®+ 0.009
Controllo Ovest* 19.142 + 6.859 0.198 + 0.14d 0.007 + 0.024 0.183180 0.018 + 0.009
Controllo distanza* 18.647 +7.678 0.059 + 0.156 0.002 0.051 + 0.15p 009+ 0.016
Fondo urbano* 17.949 + 7.236 0.010 0.002 0.002 0.0002
Max fonti* 19.825 + 6.616 0.032 + 0.0271 0.002 0.015 + 0.02p 00D+ 0.003
Min ricaduta* 20.199 + 7.319 0.010 0.002 0.002 0.0002

Tabella 6.8 Caratterizzazione chimica relativa a P\ NIPA.
| dati sono espressi come concentrazione me@R, in riferimento ad un periodo di circa 40 giorn
* | dati sono espressi come concentrazione me@®, considerando le misurazioni relative a camguoanti effettuati in circa 20 di 40 giorni di masiaggio.
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| dati relativi alle analisi dei NIPA per il PM non

risultano essere

significativamente

confrontando i diversi siti di campionamento.

differenti

aktedt

Per il calcolo dei B(a)P equivalenti e stato coesatb
anche il contributo apportato dai NIPAgb. 6.9.

IPA B(a)P eq| NIPA B(a)P eq 'FI;A(;)'\F','ZS
ng/m>

Max ricaduta Est 0.060 + 0.026 0.033 +0.029 0.094 + 0.041
Controllo Est 0.057 +0.011 0.004 +£0.003| 0.058 +0.018
Max ricaduta Ovest* | 0.056 + 0.010 0.018 + 0.009 0.075 +0.015
Controllo Ovest* 0.086 + 0.041 0.018 £0.013|  0.105 + 0.637
Controllo distanza* | 0.056 +0.011 0.005 + 0.016 0.061 + 0.019
Fondo urbano* 0.050 + 0.008 0.0002 0.051 + 0.008
Max fonti* 0.060 + 0.016 0.001£0.003| 0.061+0.015

Min ricaduta* 0.042 + 0.004 0.0002 0.042 + 0.60¢

Tabella 6.9 B(a)P eq totali.

| dati sono espressi come concentrazione med®, in riferimento ad un periodo
di circa 40 giorni.

* | dati sono espressi come concentrazione med®, considerando le misurazioni
relative a campionamenti effettuati in circa 2@digiorni di monitoraggio.

& p<0.01 rispetto a Max ricaduta Est, t-test.

P p<0.05 rispetto a Max ricaduta Ovest, t-test.
¢ p<0.05 rispetto a Max ricaduta Est, t-test.

In seguito all’apporto del contributo dei NIPA rzll
valutazione dei B(a)P equivalenti, oltre alle sigaitivita
mostrate nella Tabella 6.7 hanno acquisito differenza
significativa rispetto a Max Ricaduta Est ancheampioni
relativi a Controllo Est (p<0.01), Fondo Urbano @@xl) e Max
Fonti (p<0.05), dove la concentrazione di IPA toasfata in

B(a)P equivalenti risulta essere minore del sitonthssima
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ricaduta Max Ricaduta Est.

Rischio cancerogeno: IPA e NIPA
Tutti questi valori sono stati confrontati con miti e i

valori di UR presenti in letteratura per la vialataria e riportati

in Tabella 6.10

B(a)P come tale UR cancrc: 1,1 x10°/pg/nt (California EPA,

2005)
B(@)P UR cancrc:
equivalenti 8,7 x 10°/ng/nT (WHO, 2000)

[arrotondabile a 1 xIHng/nT]

1 x10%ng/n? (CCTN, 1991)

Tabella 6.10 Valori limite tossicologici e UR cancerogeno preA, via inalatoria.

Nella Tabella 6.11 sono mostrati i valori di rischio

cancerogeno in relazione all’inalazione cronica (péa la vita)

di B(a)P in relazione alla concentrazione rilevatavari siti.

PMy s B(a)P come tale| Rischio di cancro
ng/nt

Max ricaduta Est 0.010 + 0.008 1.10 x10
Controllo Est 0.013 + 0.007 1.43 x10
Max ricaduta Ovest* 0.011 + 0.006 1.21 x10
Controllo Ovest* 0.018 +0.016 1.98 x10
Controllo distanza* 0.012 + 0.005 1.32 x10
Fondo urbano* 0.009 + 0.002 0.99 x10
Max fonti* 0.016 + 0.009 1.76 x10
Min ricaduta* 0.004 + 0.002 0.44 x10

Tabella 6.11 Rischio di cancro relativo al singolo B(a)P.
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L'applicazione dell'unita di rischio cancerogenor e
B(a)P inalato porta a stimare un rischio cancerog#gil’ordine
di 1 su 100 milioni, senza differenza tra i siti.

Nella Tabella 6.12 sono riportati i valori di rischio
cancerogeno in relazione all’inalazione cronicdRi espressi

come B(a)P equivalenti.

PMg2s B(a)P eq Rischio di cancro
ng/nt

Max ricaduta Est 0.094 + 0.041 0.94 x10
Controllo Est 0.058 + 0.018 0.58 x10
Max ricaduta Ovest* 0.075 + 0.015 0.75 x10
Controllo Ovest* 0.105 + 0.037 1.05 x10
Controllo distanza* 0.061 +0.019 0.61 x10
Fondo urbano* 0.051 + 0.008 0.51 x10
Max fonti* 0.061 + 0.015 0.61 x10
Min ricaduta* 0.042 + 0.004 0.42 x10

Tabella 6.12 Rischio di cancro relativo al valore trasformatd(a)P eq.

L’applicazione dell’'unita di rischio cancerogenor g
totale di B(a)P equivalenti porta a stimare un hisc
cancerogeno dell'ordine di 1 su 100000, senza reifize
significative tra i vari siti, in particolare traat Ricaduta Est e
Controllo Est, utilizzando le UR per cancro defninh 1 su
10000 per 1 ng/fidi B(a)P equivalenti.

Caratterizzazioni chimiche: PM, PCB e diossine
Nel caso di questi analiti le modalita di campioeato e
le analisi successive hanno di fatto coperto titjeeriodo di

campionamento, quindi possiamo considerare il eat@colato
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come rappresentativo della concentrazione medraéptiossine
espressa in fg/fnmentre per i PCB in pgfhriscontrata nei siti
esaminati durante il periodo di campionamento.

Nella Tabella 6.13 si evidenzia, per il PM;, la
misurazione gravimetrica espressa in |fg/mella seconda
colonna e la relativa caratterizzazione chimicatreh ai PCB
totali (terza colonna), ai PCB non diossino-sirtiNDL-PCB) e
ai PCB diossino-simili (DL-PCB) e il relativo valer di
trasformazione in TCDD equivalenti (ultima colonna)

La Tabella 6.14 mostra i valori di diossine (PCDD) e
furani (PCDF) totali presenti nei campioni analizzaa
trasformazione di tale valore in termini di TCDDuegalenti e il
contributo dato dai PCB diossino-simili al TCDD elente
totale.

| dati relativi alle analisi dei PCB non risultamssere
significativamente differenti al t-test confrontaniddiversi siti di
campionamento Tab. 6.13. Neppure per le diossine si
osservano differenze statisticamente significatiae t-test

confrontando i diversi siti di campionameni@b. 6.14.
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PCB
DL PCB
PCB tot NDL-PCB DL-PCB —
PM, 5 CBto C C TCDD eq
pg/n? pg/n?
Max ricaduta Est* 19.518 + 7.212 74.868 + 25.345 68.820 + 24.291 592.417 0.0013 + 0.0004
Controllo Est 20.235 + 7.422 62.982 + 23.238 57.440 + 21.150 552.243 0.0011 + 0.0002
Max fonti 19.825 + 6.616 73.660 + 27.614 68.254 + 25.762 5#0.192 0.0011 + 0.0002
PCDD and PCDF
PCDD+PCDF+DL-PCB
PCDD+PCDF tot
PM, s C C (0] TCDD eq TCDD eq
pg/nt fg/m®
Max ricaduta Est* | 19.518 +7.212 223.677 + 114.998 16.099 + 12.682 3847+ 12.962
Controllo Est 20.235 + 7.422 231.641 + 177.182 16.062 + 4.826 206+ 4.850
Max fonti 19.825 + 6.616 179.098 + 84.585 14.671 + 5.403 Ah#5.411

Tabella 6.13 e 6.14Caratterizzazione chimica relativa a PMPCB e diossine.
| dati sono espressi come concentrazione medB, in riferimento al periodo dal 4 Giugno al 25glio.
* | dati sono espressi come concentrazione me@®, considerando le misurazioni effettuate daidg6o al 25 Luglio, escludendo il periodo dal 128lGiugno.
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Rischio cancerogeno: PCB e diossine

Tali valori sono stati confrontati con i limiti evalori di
UR presenti in letteratura per la via inalatoriarigortati in
Tabella 6.15

Diossine ePCB diossino-simili

UR cancrc (tumori in eccesso per inalazione per tutta la it 1
pg/nt di TCDD): 3,8 x 1¢ (California EPA, 2005)

Tabella 6.15 Valori limite tossicologici e UR cancerogeno piossine e PCB
diossino-simili, via inalatoria.

Nella Tabella 6.16sono mostrati i valori di rischio cancerogeno
in relazione all'inalazione cronica di PCB totatiplto simili nei

tre siti e inferiori di quasi due ordini di grandeza 1 su 1

milione.
PM, 5 PCB tot Rischio di cancro
pg/n?
Max ricaduta Est | 74.868 + 25.345 4.27 x1o
Controllo Est 62.982 + 23.235 3.59 x10
Max fonti 73.660 * 27.614 4.20 x10

Tabella 6.16 Rischio di cancro relativo all’inalazione cronidePCB totali.
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Nella Tabella 6.17 sono riportati i valori di rischio
cancerogeno, di nuovo molto simili e inferiori sl 1 milione,
in relazione all'inalazione cronica di diossinerani e PCB

diossino-simili espressi come TCDD equivalenti.

PCDD+PCDF+DL-PCB . L
PM, 5 TCDD eq Rischio di cancro
fg/m®
Max ricaduta Est 17.354 + 12.962 6.59 x10
Controllo Est 17.206 + 4.850 6.54 x10
Max fonti 15.767 +5.411 5.99 x10

Tabella 6.17 Rischio di cancro relativo all'inalazione cronidadiossine, furani e
PCB diossino-simili espressi come TCDD equivalenti.
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6.3.2 Campagna invernale

Caratterizzazioni chimiche: PM, IPA e NIPA

Come per la campagna estiva, la numerosita dei icamp
analizzati nella campagna invernale non e la stassaliversi
siti. In alcuni casi la numerosita dei dati disgminie inferiore al
50% del totale dei giorni di campionamento.

Nel sito Max Ricaduta Est le analisi di IPA su PJjdono
state eseguite su 40 campioni sui 40 giorni di cgangmento,
quindi la media (ng/M su cui & stata operata la valutazione &
rappresentativa della concentrazione media risatatal sito
durante il periodo di campionamento.

Nei siti Controllo Est, Max Ricaduta Ovest e Colitro
Ovest sono state effettuate 20 misurazioni, ogrdalie quali si
riferisce a un periodo di 48 ore. Anche in quesi suindi
possiamo ragionevolmente considerare che la madianf) sia
rappresentativa della concentrazione media delogeridi
campionamento.

Diverso ¢ il discorso per gli altri siti, per cure stati
analizzati 9-10 campioni (ognuno dei quali riferdain periodo
di 48 ore). La scelta dei campioni da analizzastaéa fatta, da
ARPA-ER, sulla base degli stessi criteri utilizzgier la
campagna estiva.

Nella Tabella 6.18 si evidenzia per il Pl la
misurazione gravimetrica espressa in |fg/mella seconda
colonna e la relativa caratterizzazione chimicatreh agli IPA
totali (terza colonna), alla concentrazione depsia B(a)P, al
totale degli IPA che presentano il fattore di eqlewza (PEF)
(quarta colonna) e il relativo valore di trasforimoaz in B(a)P

equivalenti (ultima colonna).
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IPA

PM2s IPA B(a)P IPA con PEF| B(a)P eq
pg/m ng/nt
Max ricaduta Est 34.54 +21.23 5.747 +3.172 0.363+0.23b 4.45T42 1.038 + 0.666
Controllo Est 35.05 +20.20 10.791 + 4.774 0.929 + o.ﬁ413 8.574 + 3.861 2.146 +1.212
Max ricaduta Ovest | 35.04 +20.51 3.914 +2.238 0.176 + 0.144 2.975720 0.641 + 0.924
Controllo Ovest 32.78 £ 19.99 6.257 + 3.192 0.338 + 0.226¢ 4.576 + 2.487 0.875+0.731
Controllo distanza* 34.75 +20.40 6.704 + 2.777 0.301+0.186 5.487452 0.847 + 0.443
Fondo urbano* 29.40 + 19.24 4.593 + 2.661 0.269 + 0.184 3.423959 0.644 + 0.360
Max fonti* 34.64 +21.02 6.510 + 3.036 0.190+0.451 5.338 +2.518 1.344 +0.743
Min ricaduta* 33.05 + 20.04 5.688 + 1.905 0.402 +0.15p 4.380499 1.163 + 0.382

Tabella 6.18 Caratterizzazione chimica relativa a P\ IPA.
| dati sono espressi come concentrazione me@R, in riferimento ad un periodo di circa 40 giorn

* | dati sono espressi come concentrazione me@8®, considerando le misurazioni relative a camgmoanti effettuati in circa 20 di 40 giorni di maiaggio.

p<0.01 rispetto a Max ricaduta Est, t-test.
® p<0.01 rispetto a Max ricaduta Ovest, t-test.
¢ p<0.05 rispetto a Max ricaduta Est, t-test.
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Come per la campagna estiva, le analisi statiststime
state effettuate utilizzando il t-test e confromtare misurazioni
effettuate nei siti di massima ricaduta (Est ed sDveon quelle
dei relativi siti di minima ricaduta (rispettivamenControllo Est
ed Ovest) e quelle dei siti di Fondo Urbano, di Ricaduta e di
massima influenza di tutte le fonti (Max Fonti).

Per quanto riguarda il totale di IPA misurati estamma
degli IPA che presentano il fattore di potenza eaogena non si
osservano differenze statisticamente significatmee confronti
effettuati.

Il valore di B(a)P nei campioni relativi ai siti dontrollo
Est ed Ovest risulta essere maggiore con signiitatstatistica
(p<0.01) rispetto ai corrispondenti siti di massin@aduta Est
ed Ovest.

L’andamento si capovolge per quanto riguardaadl Slax
Fonti, dove la concentrazione di B(a)P é inferigpx0.05)
rispetto a Max Ricaduta Est.

Per quanto riguarda il valore trasformato in B(a)P
equivalenti si hanno differenze significative nangionamenti
presso Max Ricaduta Est rispetto a Controllo Estyedtale

valore risulta piu elevato.

Nella Tabella 6.19si evidenzia, per il P, la diversita
della trasformazione in B(a)P equivalente rispeatthIPA totali,
al 6-nitrocrisene e al 1-nitropirene che rappresemgli unici tra
I NIPA misurati da ARPA-ER che presentano il fattodi
equivalenza (PEF).

Per quanto riguarda la numerosita dei campioniizzel
possono essere fatte considerazioni analoghe ke asgloste per
gli IPA.
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NIPA
- . - 1 +
PM2s NIPA tot 6-nitrochrysene 1-nitropyrene 6 nitrochrysene
1-nitropyrene B(a)P eq
Ho/n? ng/nt
Max ricaduta Est 34.54 +21.23 0.038 + 0.03(0 0.002 0.008 + 0.01B 2060.001
Controllo Est 35.05 + 20.20 0.045 + 0.04Q 0.002 0.002 0.020
Max ricaduta Ovest| 35.04 +20.51 0.103 + 0.08(0 0.002 0.008 + 0.008 20:9€0.001
Controllo Ovest 32.78 £ 19.99 0.204 +0.173 0.005 + 0.01( 0.027088 0.051 + 0.097
Controllo distanza*| 34.75 + 20.40 0.056 + 0.033 0.002 0.015 + 0.015 29$60.001
Fondo urbano* 29.40 + 19.24 0.057 + 0.037 0.002 0.026 + 0.02] 2900.003
Max fonti* 34.64 +21.02 0.025 + 0.013 0.002 0.003 + 0.001 20.0
Min ricaduta* 33.05 + 20.04 0.067 + 0.043 0.002 0.034 + 0.03p 0.023 + 0.003

Tabella 6.19 Caratterizzazione chimica relativa a Pj\@ NIPA.

| dati sono espressi come concentrazione medB, in riferimento ad un periodo di circa 40 giorn
* | dati sono espressi come concentrazione me@8®, considerando le misurazioni relative a camgmoanti effettuati in circa 20 di 40 giorni di mariaggio.
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In seguito all'apporto del contributo dei NIPA rzell

valutazione dei

B(a)P

equivalenti

['unica

differanz

statisticamente significativa rimane quella fra M@ixaduta Est

e il suo controllo (Controllo Est), dove il valomgsulta piu

elevato Tab. 6.20.

IPA B(a)P eq NIPA B(a)P eq 'FI;A(;’)'\IID'Zﬁ
ng/m°

Max ricaduta Est 1.038 + 0.666 0.021 + 0.001 1.058 + 0.666

Controllo Est 2.146 +1.212 0.002 2.166 + 1.78D
Max ricaduta Ovest* | 0.641+0.924 0.021 + 0.001 0.662 + 0.903
Controllo Ovest* 0.875+0.731 0.051 +0.097 0.926 +0.718
Controllo distanza* | 0.847 +0.443 0.022 +0.001 0.869 + 0.437
Fondo urbano* 0.644 + 0.360 0.023 +0.003 0.667 + 0.528
Max fonti* 1.344 +0.743 0.020 1.365 + 0.832
Min ricaduta* 1.163 + 0.382 0.0234 +£0.003) 1.186 +0.384

Tabella 6.20 B(a)P eq totali.
| dati sono espressi come concentrazione me&RB, in riferimento ad un periodo

di circa 40 giorni.

* | dati sono espressi come concentrazione me@®, considerando le misurazioni
relative a campionamenti effettuati in circa 2@t@igiorni di monitoraggio.

p<0.01 rispetto a Max ricaduta Est, t-test.

Rischio cancerogeno: IPA e NIPA

| valori

delle caratterizzazioni

chimiche sono istat

confrontati con i limiti e i valori di UR preseriti letteratura per

la via inalatoria e riportati imabella 6.1Q

Nella Tabella 6.21 sono mostrati

I valori di

rischio

cancerogeno in relazione all'inalazione cronicaB¢{)P come

tale.
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PM2s B(a)P come tale| Rischio di cancro
ng/nt

Max ricaduta Est 0.363+0.235 3.99 x10
Controllo Est 0.929 +0.448 10.22 x10
Max ricaduta Ovest 0.176 + 0.144 1.94 x10
Controllo Ovest 0.338+0.226 3.72 x10
Controllo distanza 0.301+0.186 3.31 x10
Fondo urbano 0.269 + 0.184 2.96 x10
Max fonti 0.190 + 0.151 2.09 x10
Min ricaduta 0.402 +0.152 4.42 x10

Tabella 6.21 Rischio di cancro relativo al singolo B(a)P.

Nella Tabella 6.22 sono riportati i valori di rischio
cancerogeno in relazione all’inalazione cronicdRI espressi

come B(a)P equivalenti.

PM s B(@)P eq Rischio di cancro
ng/nt

Max ricaduta Est 1.058 + 0.666 1.06 x10
Controllo Est 2.166 +1.180 2.17 x10
Max ricaduta Ovest| 0.662 +0.903 0.66 x1D
Controllo Ovest 0.926 +0.718 0.93 x1b
Controllo distanza 0.869 + 0.437 0.87 x10
Fondo urbano 0.667 + 0.528 0.67 x10
Max fonti 1.365 + 0.832 1.36 x1b
Min ricaduta 1.186 + 0.384 1.19 x10

Tabella 6.22 Rischio di cancro relativo al valore trasformatd(a)P eq.

L'applicazione dell'unita di rischio cancerogenor e

totale di B(a)P equivalenti porta a stimare un hisc
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cancerogeno dell'ordine di 1 su 10000, utilizzanddJR per
cancro definite in 1 su 10000 per 1 ngAiB(a)P equivalenti.

Caratterizzazioni chimiche: PM, PCB e diossine

Anche per la campagna invernale le modalita di
campionamento hanno di fatto coperto tutto il pdwio
d’interesse, quindi possiamo considerare il vataeolato come
rappresentativo della concentrazione media (perditessine
espressa in fg/fnmentre per i PCB in pgfhriscontrata nei siti

esaminati durante il periodo di campionamento.

Nella Tabella 6.23 si evidenzia per il Pl la
misurazione gravimetrica espressa in |fg/mella seconda
colonna e la relativa caratterizzazione chimicatreh ai PCB
totali (terza colonna), ai PCB non diossino-siriNDL-PCB) e
ai PCB diossino-simili (DL-PCB) e il relativo valer di

trasformazione in TCDD equivalenti (ultima colonna)
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PCB
PM5 5 PCB tot NDL-PCB DL-PCB DL-PCB TCDD eq
ug/n? pg/n?
Max ricaduta Est** 3454 £ 21.23 106.107 + 77.443 95.041 + 71.617 a3.08.920 0.0012 + 0.0003
Controllo Est* 35.05 + 20.20 128.701 + 106.361 115.384 +92.978 .31B+ 13.746 0.0013 + 0.0004
Max fonti 34.64 + 21.02 117.220 + 103.212 106.787 £+ 91.266 .43+ 12.665 0.0012 + 0.0004
PCDD and PCDF
PCDD+PCDF+DL-PCB
+
PM, 5 PCDD+PCDF tot TCDD eq TCDD eq
pg/n? fg/m®
Max ricaduta Est** 34.54 +21.23 612.387 + 348.427 16.580 + 6.496 0¥ 86.636
Controllo Est* 35.05 + 20.20 506.304 + 270.583 22.713 +12.601 224+ 13.130
Max fonti 34.64 + 21.02 599.410 + 264.980 22.526 + 13.682 728+ 13.570

Tabella 6.23 e 6.24Caratterizzazione chimica relativa a PMPCB e diossine.

| dati sono espressi come concentrazione medB, in riferimento al periodo dal 16 Gennaio &&rzo.

** | dati sono espressi come concentrazione medi®, considerando le misurazioni effettuate daG&®naio al 3 Marzo, escludendo il periodo dal 1B6al
Febbraio.

* | dati sono espressi come concentrazione me@®, considerando le misurazioni effettuate daG&®naio al 3 Marzo, escludendo il periodo dal 280aGennaio.
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La Tabella 6.24mostra i valori di diossine e furani totali
presenti nei campioni analizzati, la trasformazidnéale valore
in termini di TCDD equivalenti e il contributo datai PCB
diossino-simili.

Nelle misurazioni relative ai PCB effettuate nella
campagna invernale, come per quella estiva, narmssgrvano
differenze statisticamente significative al t-tesinfrontando i
diversi siti di campionamentd éb. 6.23.

Anche i dati relativi alle analisi di diossine erdni non
risultano essere significativamente differenti akltedt

confrontando i diversi siti di campionameni@b. 6.24.

Rischio cancerogeno: PCB e diossine
| valori delle caratterizzazioni chimiche sono tista
confrontati con i limiti e i valori di UR presenti letteratura in

relazione alla via inalatoria e riportati Trabella 6.15.

Nella Tabella 6.25 sono mostrati i valori di rischio
cancerogeno in relazione all'inalazione cronicaPdiB totali,
che risultano simili nei tre siti analizzati e int@i di oltre un

ordine di grandezza a 1 su 1 milione.

PMs s PCB tot Rischio di cancro
pg/n?
Max ricaduta Est 106.107 + 77.443 6.05 xf0
Controllo Est 128.701 + 106.361 7.34 xfo
Max fonti 117.220 + 103.212 6.68 xT0

Tabella 6.25 Rischio di cancro relativo all’inalazione cronidePCB totali.

Nella Tabella 6.26 sono riportati i valori di rischio
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cancerogeno in relazione all'inalazione cronica dibssine,
furani e PCB diossino-simili espressi come TCDD iegjenti,
che risultano simili nei tre siti analizzati e intei di oltre un

ordine di grandezza a 1 su 1 milione.

PCDD+PCDF+DL-PCB . C
PM3 s TCDD eq Rischio di cancro
fg/m’
Max ricaduta Est 17.803 + 6.636 6.77 x10
Controllo Est 24.292 +13.130 9.23 x10
Max fonti 23.723 + 13.570 9.01 x10

Tabella 6.28 Rischio di cancro relativo all'inalazione cronidadiossine, furani e
PCB diossino-simili espressi come TCDD equivalenti.
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CAPITOLO 7

Discussione e conclusioni

Cancerogenes in vitro

Tutti gli estratti di PMs prelevati nel corso delle
campagne estiva e invernale nei diversi siti di gi@mamento
sono risultati negativi quando esaminati nel test d
trasformazionen vitro. Gli incrementi, pur significativi, nella
frequenza di trasformazione calcolati per le dasi alte di
trattamento per gli estratti invernali dei siti Qatio Est e
Fondo Rurale possono essere considerati come faksévita,

determinate dal massiccio effetto citotossico aaso¢> 90%).

Nel test di citotossicita gli estratti organici girticolato
urbano raccolto sia nella stagione invernale chguiella estiva,
infatti, hanno indotto significativi effetti citogsici sulle cellule
BALB/c 3T3 A31-1-1.

Gli effetti citotossici indotti dai campioni varianin
dipendenza dal periodo di campionamento (effettmishale,
Fig. 7.1) e del sito di campionamentBig. 6.10e6.19).

Gli estratti invernali in generale sono stati pifficaci
degli estratti di PM estivo nell'indurre citotosis&; soprattutto
per le dosi elevatd=(g. 7.1).

Anche in studi precedentemente condotti con estratt
organici di particolato urbano raccolto nella stag invernale
erano stati rilevati effetti citotossici signifieat che sono stati

messi in relazione ai livelli elevati di PM (ug/n?) riscontrati e
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alla elevata concentrazione

invernale (Colaccet al, 2007).

di IPA adsorbiti al tipalato
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Figura 7.1 Confronto tra effetti citotossici degli estratli PM, 5 delle campagne

estiva e invernale. ECR = efficienza clonale rekti

L’effetto della variabile sito non e lo stesso stage o in
inverno, come e dimostrato graficamentd-igura 6.10e 6.19
Per entrambe le campagne di monitoraggio (estiv@8 20
invernale 2009) la tossicita associata ai campprelevati nel
sito di Max Ricaduta Est non risulta essere supenispetto a
quella associata ai campioni prelevati pressaal @i Controllo
Est. Le differenze di comportamento evidenziate itisiti in
termini di citotossicita nell’ambito delle singobmmpagne non

possono semplicemente essere messe in relaziorla qoantita

di particolato (png/ml) a parita ditdi aria campionata.

La trasformazione morfologica,
genotossicita del particolato o di estratti orgadicparticolato
sono state correlate in numerosi studi con la canaeione di
IPA sostituiti

IPA o di
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campionata (Zhaet al, 2003; McDonalcet al, 2004; Sharmat
al., 2007; Kanget al, 2010).

Alcuni IPA e NIPA sono in grado di indurre effetti
trasformanti nel modellan vitro BALB/c 3T3 o nella linea
Bhas42, derivata dalle 3T3 per trasfezione con noogene
attivato e anch’essa utilizzata per la valutazidek potenziale
trasformante di composti chimici (Asa@ad al, 2005; OECD,
2007; Sakaiet al, 2010). La maggior parte degli IPA esercita
anche effetti citotossici in questi modelli cellildNon sono noti
studi dove siano stati valutati nella linea BALEB/T3 gli effetti
su questi endpoint del trattamento con miscele binarie o
complesse di IPA in varie proporzioni. Studi vitro su altri
modelli cellulari hanno dimostrato sia effetti indyi che
sinergici sulla formazione di addotti al DNA indottal
trattamento con miscele binarie di IPA di diversatepza
(Sevastyanovaet al, 2007). Recentemente la IARC ha
pubblicato i risultati di uno studio in cui la camogenicita di
IPA e stata sottoposta a nuova valutazione alle ldei dati
epidemiologici, nell’animale e meccanicistici pecenti (IARC,
2010). Gli studi effettuati negli animali e relatima miscele
binarie di IPA con diversa potenza cancerogena d@ondotto
all'ipotesi di additivita degli effetti, con un dvso
comportamento a seconda della dose. A basse dossdela si
osservano risposte piu che additive, mentre sortitieel le
risposte alle alte dosi, probabilmente per un &fféi saturazione
metabolica.

Per quanto riguarda questo studio non sono purropp
disponibili determinazioni analitiche eseguite suggtratti in
acetone di PMs utilizzati per le analisi tossicologiche in quanto

le caratterizzazioni effettuate da ARPA-ER, impteganche per
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la valutazione del rischio cancerogeno, sono radaa filtri
estratti ad hoc per ogni singolo composto e non Ssono
rappresentative delle concentrazioni medie riseb@tnei diversi
siti durante il periodo di campionamento ma soncasiderarsi
rappresentative del peggiore scenario dal punto vidia
tossicologico.

In conclusione, i dati ottenuti nel test di trasfi@zionein
vitro non supportano l'esistenza di un eccesso di schi
cancerogeno attribuibile al PMprelevato nel punto di massima
ricaduta dell'impianto di incenerimento duranteliee campagne

effettuate.

Analisi trascrizionale

L'analisi trascrizionale, effettuata sul pool di RN
estratto dalle cellule BALB/c 3T3 in seguito alb@sizione ai
campioni di PM;s dei tre siti valutati (Max Ricaduta Est,
Controllo Est e Fondo Urbano) ha evidenziato inesin

* un effetto stagionale evidente;

* unarisposta analoga tra i siti nella campagnaaesti

 ed un maggior effetto tossico per l'estratto inatendi
Controllo Est, rispetto sia al controllo solventeeai siti di
Max Ricaduta Est e di Fondo Urbano, con un’attivaei

anche di alcuni marcatori di morte cellulare peyEpsi.

La scelta di condurre I'analisi trascrizionale imithndo il
pool, innanzitutto, é stata dettata dalla necessit@nsiderare la
variabilita intrinseca a qualsiasi sistema biologmontenendo
costi e tempi sperimentali. Pur essendo un appsoowolto

utilizzato negli esperimenti di microarray, il “dowg” del’RNA
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deve essere applicato con cautela sopratutto \agoke valutare
la risposta biologica di individui geneticamenteffatienti.
Svariate pubblicazioni dimostrano infatti che ilotging”, in
qguesto caso, comporta il rischio di commettererenella stime
statistiche (Kendziorsket al, 2003; Churchillet al, 2002).
Riteniamo pero che in sisteini vitro, costituiti da linee cellulari
stabilizzate, mantenute in condizioni di colturanstard tali da
rendere improbabile la selezione di sottocloniipboling” dei
campioni non comporti una perdita di informaziomlbgiche
critiche. Uno dei lavori capostipite (Rosst al, 2000)
sull'utilizzo di tecniche microarray e di analisascrizionale di
linee cellulari riguarda le 60 linee cellulari uneadi origine
tumorale del National Cancer Institute’s Developmental
Therapeutics Program(DTP)” (http://dtp.nci.nih.gov). Questo
lavoro analizza tre repliche indipendenti (dall@rsgelamento
all'ibridazione) di due linee, una mammaria, MCFe&l una
mieloide, K562, ottenendo, dopo filtrazione deirsdga bassa
intensita, un coefficiente di correlazione variakia 0.83 a 0.92
a dimostrazione di una alta riproducibilita delada@vviamente
con il tipo di disegno sperimentale proposto persgol studio la
varianza stimata utilizzata per i test statistidi @atura tecnica e
in quanto tale puo portare ad una sottostima dedaanza
biologica. Rimane il fatto che, lavorando su un eitadin vitro,
qualsiasi dato puo essere sperimentalmente ripetatmfermato

in qualsiasi momento.

Nella visualizzazione dei profili di tutti gli estiti tramite
PCA, oltre al fatto che gli estratti estivi hannmstrato un
comportamento molto simile tale da non consentm&@&nalisi

dei confronti a due 'wo samples analysjs si € osservata una
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distanza sostanziale tra Max Ricaduta Est e Cdotrikst
invernali, fermo restando che risulta Controllo BEsstratto piu
lontano dal controllo solvente quindi con magguifferenze di
espressione genica.

A livello biologico, il profilo trascrizionale otteuto
confrontando Controllo Ests Fondo Urbano ha interessato un
blocco del ciclo cellulare mediato da p53 affiaocat
all'induzione di segnali apoptotici, mentre nel fronto Max
Ricaduta Ests Fondo Urbano si € osservato un arresto del ciclo
associato sia alla presenza di segnali di soprawz& che
all'attivazione di meccanismi di riparo. Queste ergazioni
potrebbero significare una maggiore tossicita aicoardi
Controllo Est nella comparazione con Fondo Urbamoprio
perché la cellula attiva meccanismi di morte cealel dati
dall'incapacita di reagire ad un insulto troppotéorQuesto non
succede nel caso di Max Ricaduta ¥¥sFondo Urbano in cui si
ha soltanto un blocco del ciclo cellulare tale dasentire alla
cellula I'attivazione di meccanismi di riparo, chaitamente ai
segnali di sopravvivenza rilevati, fanno pensaraiaa capacita
da parte della cellula di gestire e risolvere ihma ricevuto.
Anche dal confronto diretto Max Ricaduta EstControllo Est &
possibile individuare la differente risposta evacata Max
Ricaduta Est.

Il confronto Max Ricaduta Esvs Fondo Urbano ha
evidenziato anche l'attivazione di processi infiaaton dove
I'up-regolazione di marcatori come p38 e JNK possorediare
'innesco di una risposta inflammatoria. Questo odaton
rappresenta una novita in quanto altri lavori hadooumentato
I'attivazione trascrizionale di questi processirigposta a fumo

di sigaretta (Bosioet al, 2002). La letteratura scientifica
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attribuisce inoltre alla deregolazione di questigasssi un ruolo
rilevante nell’eziologia di patologie correlate '@dposizione a
polveri sottili, come quelle a carico del sistenaadtovascolare
(Delfino et al.,2005).

In conclusione gli estratti Max Ricaduta Est e Colit
Est hanno un comportamento piuttosto simile, cldifierenzia
da Fondo Urbano, con effetti piu marcati a caric&Cdntrollo
Est, suggerendo che non vi siano effetti direttamersolamente

ascrivibili all'attivita dell'inceneritore.

Risk Assessment

Le valutazioni sui dati raccolti nelle due campagiie

monitoraggio sono cosi riassumibili:

La concentrazione degli inquinanti aerodispersutadi
nel PM s, quali:

* IPA e NIPA (espressi come totale dei singoli IPAsunati e
somma di quelli che presentano il fattore di po#enz
cancerogena, oltre al valore del singolo B(a)P levdéore
trasformato in B(a)P equivalenti),

* PCB (sia totali, sia diossino-simili, sia hon diogssimili),

o diossine e furani (sia totali che trasformati in O
equivalenti)

non risulta essere superiore nei campioni prelewati siti di

massima ricaduta (Max Ricaduta Est ed Ovest) ftispat

campionamenti effettuati presso i rispettivi cohitr@Controllo

Est ed Ovest), in entrambe le campagne di monigpoa@estiva

2008 e invernale 2009).
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Fa eccezione il valore trasformato in B(a)P eqeintl
relativo alla campagna estiva. In seguito all'appodel
contributo dei NIPA nella valutazione dei B(a)P eglenti,
infatti, ha acquisitodifferenza significativa rispetto a Max
Ricaduta Est il campione relativo al suo contr¢@ontrollo Est,
p<0.01) dove la concentrazione di IPA trasformataBi(a)P
equivalenti risulta essere minore del sito di nraasricaduta
delle polveri (Max Ricaduta Est).

Occorre sottolineare che tale significativita ecagirelata
all'aggiunta della quota di B(a)P equivalenti refatai NIPA,
ma questa non puo essere considerata rappresantdativeale
contributo dei NIPA dal momento che le caratterzzazai
chimiche sono state effettuate solo su 2 NIPA adrmenb PEF (2-
nitrofluorene e 1-nitropirene) sui 7 presenti itideatura e che il
loro contributo in termini di PEF e fra i piu bassi
(rispettivamente 0.01 e 0.1). Pertanto il dato dxNRicaduta Est
e Controllo Est, citato nellaTabella 6.9 e da tenere
parzialmente artificioso e dovutdoaas di campionamento.

Alla luce di tali osservazioni sperimentali e sulase dei
modelli di ricaduta valutati, I'impatto sulla qu@li dell’aria
dellimpianto di termovalorizzazione di Bologna dmm@ non
sussistere.

Confrontando le misurazioni di IPA effettuate netlee
campagne di monitoraggiorgb. 7.1) si osserva un aumento
nella concentrazione di tali contaminanti di cinga ordine di

grandezza durante la stagione invernale 2009.
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IPA
PM2s Estate Inverno
IPA tot (ng/nT)
Max ricaduta Est 0.500 + 0.200 5.747 +3.172
Controllo Est 0.406 + 0.177 10.791 + 4.778
Max ricaduta Ovest| 0.489 +0.119 3.914 +2.238
Controllo Ovest 0.628 + 0.363 6.257 +3.192
Controllo distanza 0.343 £ 0.075 6.704 £ 2.777
Fondo urbano 0.237 £ 0.075 4.593 + 2.661
Max fonti 0.603 + 0.194 6.510 + 3.036
Min ricaduta 0.302 +0.111 5.688 + 1.905

Tabella 7.1 Confronti estat@sinverno relativi alla concentrazione di IPA totali
| dati sono espressi come concentrazione med@B.

diPA

risultano essertutti statisticamente significativi (p<0.01)al t-

| confronti relativi alle concentrazioni totali

test.

Nelle due campagne di monitoraggio (estiva ed imaie)
non sono stati analizzati gli stessi NIPA, e, intipalare, é stato
valutato, in entrambi i periodi, solo un NIPA cdatale, tramite
PEF, al potenziale cancerogeno del B(a)P e cieailtbpirene.

Per i confronti delle concentrazioni nelle due cagne di
monitoraggio, quindi, si e fatto riferimentddb. 7.2 solamente
a 1-nitronaftalene, 9-nitroantracene, 9-nitroferem¢ e 1-
nitropirene. | due siti di massima ricaduta e peiivi controlli
presentano, in genere, valori di NIPA inferiorimverno rispetto
all'estate, perche i NIPA si formano in atmosfeea pitrazione
IPA  mediante reazioni

degli secondarie fotochimiclie
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termodinamiche) in condizioni di elevata temperatwome

accade in estate.

NIPA

1-nitronaftalene + 9-nitroantracene +
9-nitrofenantrene + 1-nitropirene (ng/nt)

Estate Inverno

Max ricaduta Est 0.541 + 0.477 0.016 + 0.013**

Controllo Est 0.043 + 0.031 0.021 + 0.023*

Max ricaduta Ovest| 0.190 + 0.091 0.090 + 0.080**

Controllo Ovest 0.191 + 0.133 0.158 + 0.150

Controllo distanza 0.057 + 0.156 0.026 + 0.019

Fondo urbano 0.008 0.035 + 0.029*
Max fonti 0.030 + 0.027 0.015 + 0.013
Min ricaduta 0.008 0.040 + 0.030**

Tabella 7.2 Confronti estatesinverno relativi alla concentrazione di NIPA.
| dati sono espressi come concentrazione medB.

**n<0.01 rispetto al valore misurato nella campaggntva, t-test.

*p<0.05 rispetto al valore misurato nella campagstiva, t-test.

Per il confronto dei B(a)P equivalenti si € sommaio
seguito alle considerazioni fatte per i NIPA, ilntdbuto dei
singoli IPA (che sono gli stessi per entrambe |ljngagne di
monitoraggio) e quello dell'1-nitropiren&db. 7.3).
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IPA
PM, 5 Estate Inverno
IPA +1-nitropirene B(a)P
eq (ng/nt)

Max ricaduta Est 0.093 + 0.040 1.038 + 0.666
Controllo Est 0.058 + 0.018 2.146 +1.180
Max ricaduta Ovest | 0.075 +0.015 0.642 +0.903
Controllo Ovest 0.104 + 0.037 0.877+0.732
Controllo distanza 0.061 +0.019 0.848 + 0.437
Fondo urbano 0.051 + 0.008 0.647 + 0.528
Max fonti 0.061 +0.015 1.345 +0.832
Min ricaduta 0.042 + 0.004 1.166 + 0.384

Tabella 7.3 Confronti estatevs inverno relativi al valore trasformato in B(a)P
equivalenti.
| dati sono espressi come concentrazione med@B.

| confronti relativi ai B(a)P equivalenti risultaressere
tutti statisticamente significativi (p<0.01) al t-est | valori
riferiti alla campagna invernale sono maggiori diellj del
monitoraggio condotto in estate come minimo di wudire di
dsthio

cancerogeno si rileva un aumento, di un ordine rdndezza,

grandezza. Di conseguenza anche nell’analisi
dellincremento di rischio di sviluppare tumore ®seguito
all'inalazione cronica (per tutta la vita) di B(agPdi miscele

(Ba

complesse di idrocarburi policiclici aromatici

equivalenti).

| livelli di PCB, invece, risultano simili e paragabili nei

due differenti periodi di campionamentbap. 7.4).
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PCB
PM2s Estate Inverno
PCB tot (pg/nT)
Max ricaduta Est 74.868 + 25.345 106.107 + 77.443
Controllo Est 62.982 + 23.235 128.701 + 106.3611
Max fonti 73.660 + 27.614 117.220 + 103.212

Tabella 7.4 Confronti estatesinverno relativi alla concentrazione di PCB tatali
*p<0.05 rispetto al valore misurato nella campagstiva, t-test.
| dati sono espressi come concentrazione med@B.

Per quanto riguarda le concentrazioni di diossirfierani
si osserva un aumento significativo per tutti i @«0.01, t-test)
nella campagna invernale rispetto a quella estiad.( 7.5 ma,
in seguito alla trasformazione del dato in TCDD ieglenti,
valore piu predittivo per gli effetti tossici e s@ssivamente
allapporto dei PCB diossino-simili, come TCDD eeplenti,
tale significativita viene persalg&b. 7.6. Di nuovo non si
osservano nei siti di massima ricaduta (Est ed Qwesori

superiori ai siti dei controlli (rispettivamentettesi Ovest).

Diossine e furani
PMy s Estate Inverno
PCDD+PCDF tot (fg/m°)
Max ricaduta Est 223.677 + 114.998 612.387 + 348.427
Controllo Est 231.641 +177.182 506.304 + 270.583
Max fonti 179.098 + 84.585 599.410 + 264.980

Tabella 7.5 Confronti estatevs inverno relativi alla concentrazione di
PCDD+PCDF totali.

| dati sono espressi come concentrazione med@B.
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Diossine, furani e PCB diossino-simili
PM> s Estate Inverno
PCDD+PCDF+DL-PCB TCDD eq
(fg/m®)
Max ricaduta Est 17.354 + 12.962 17.803 + 6.636
Controllo Est 17.206 + 4.850 24.292 +13.130
Max fonti 15.767 +5.411 23.723 £ 13.570

Tabella 7.6 Confronti estatevs inverno relativi al valore trasformato in TCDD
equivalenti.
| dati sono espressi come concentrazione medB.

In riferimento alla valutazione del rischio canaggno si
puo affermare che i livelli di B(a)P misurati inteambe le
campagne di monitoraggio sono inferiori al valdmite posto
su base annua (1 nglmpresente nel riferimento normativo
(D.Lgs 155/10). In particolare le concentrazioni Bia)P
misurate durante la campagna di monitoraggio esire di 2
ordini di grandezza inferiori rispetto a tale limitegolatorio e
quelle relative alla campagna invernale sono iofedi circa 1
ordine di grandezzarab. 7.7).
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IPA
PM2s Estate Inverno
B(a)P come taleg(ng/nt)
Max ricaduta Est 0.010 + 0.008 0.363+0.235
Controllo Est 0.013 + 0.007 0.929 +0.448
Max ricaduta Ovest 0.011 + 0.006 0.176 + 0.144
Controllo Ovest 0.018 + 0.016 0.338+0.226
Controllo distanza 0.012 + 0.005 0.301 £ 0.186
Fondo urbano 0.009 + 0.002 0.269 + 0.184
Max fonti 0.016 + 0.009 0.190 +0.151
Min ricaduta 0.004 + 0.002 0.402 +0.152

Tabella 7.7 Confronti estaters inverno relativi alla concentrazione di B(a)P come
tale.

| dati sono espressi come concentrazione med@B.

Differenza statisticamente significativa (p<0.01) lat-test per tutti i siti
analizzati.

Per quanto riguarda il valore trasformato di B(a)P
equivalenti nella campagna invernale, I'applicaeiatel/’'UR di
cancro porta a stimare un incremento del rischibodéine di
quello definito in letteratura (di 1 xTOper esposizione a 1
ng/nt) (WHO, 2000; CCTN, 1991) e inferiore di circa Mime

di grandezza nella campagna estival(. 7.8).
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Rischio di cancro
PM3 5 Estate Inverno
B(@)P eq
Max ricaduta Est 0.93 x10° 1.04 x1¢*
Controllo Est 0.58 x10° 2.15 x1¢*
Max ricaduta Ovest 0.75 x10° 0.64 x10
Controllo Ovest 1.04 x10° 0.88 x10'
Controllo distanza 0.61 x10° 0.85 x10'
Fondo urbano 0.51 x10° 0.65 x10"
Max fonti 0.61 x10° 1.35 x10*
Min ricaduta 0.42 x10° 1.17 x10'

Tabella 7.8 Rischio di cancro relativo al valore trasformatd3(a)P equivalenti.

Sulla base dei dati presentati relativi agli IPAppessere
condotto un confronto, per il PM con il precedente
monitoraggio  dell'inceneritore  effettuato nel 2006
(http://lwww.provincia.bologna.it/ambiente/Engine/BérveFile.
php/f/Progetti/valutazionerischio_frullo.pdf). Npkriodo estivo
presso il sito C, corrispondente all’attuale Maxd&iuta Est, il
valore di B(a)P equivalenti risultava essere pait%8 ng/m e
quindi paragonabile a quello stimato in estate 2@0hx
Ricaduta Est: 0.060 ngfin

Per quanto riguarda la campagna invernale il valore
relativo al campionamento del 2006 (Sito C: 2.57mipé piu
elevato rispetto a quello del 2009 (Max Ricadutd& Hs038
ng/nt). Appare quindi un miglioramento che potrebbe msse
dovuto, solo in parte, alla modesta differenzaenmini di durata

del periodo di campionamento, come descritto peMl
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La stima del rischio cancerogeno relativa al valore
trasformato in TCDD equivalenti ha mostrato unaiastone
analoga tra le due campagne (estiva ed invernalepleri
sempre inferiori a 1 su 1 milionddb. 7.9. Si rimarca che si
tratta di miscele complesse, comprendenti, oltia dlossina
TCDD, altri composti e che le stime di rischio rmossono tener
conto delle possibili interazioni di tutte le conmgoti. Tuttavia
la stima effettuata sommando tutti i composti coacoanismo
d’azione simile dovrebbe rendere conto del possiffetto
additivo.

Rischio di cancro
PM2s Estate Inverno
PCDD+PCDF+DL-PCB
TCDD eq
Max ricaduta Est 6.59 x10 6.77 x10'
Controllo Est 6.54 x10' 9.23 x10'
Max fonti 5.99 x10’ 9.01 x10/

Tabella 7.9 Rischio di cancro relativo al valore trasformatd3(a)P equivalenti.

Quando i TCDD equivalenti vengono trasformati da
concentrazioni in aria a dose per kg di plie.(moltiplicando per
30 nt/die e dividendo per 60 kg di peso corporeo,
nell'assunzione di un assorbimento polmonare dawuléefpari al
100%) i valori variano da circa 7,5 a circa 12 tgfkctie. Se
confrontati con il TDI, per le diossine espressmeoTEQ (2
pa/kg di p.cdie ovvero 2000 fg/kg p.alie), tali valori, riferiti
alla sola inalazione, sono inferiori rispetto alova di TDI di piu
di due ordini di grandezza e rendono trascurahilprésenza di
diossine nell’aria dei vari siti ai fini di qualsiaeffetto tossico

(anche tossicita dello sviluppo) o cancerogeno,ectrascurabile
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e il contributo delle diossine-equivalenti al rigcltancerogeno
precedentemente stimato e riportatdabella 7.9

Dal confronto con il precedente monitoraggio
dell'inceneritore effettuato nel 2006 si evidenaache per le
diossine un miglioramento della qualita dell'ariel periodo
invernale presso il sito C, infatti, il valore dCDD equivalenti
risultava essere pari a 44.12 fg/m quindi superiore a quello
stimato nell'inverno 2009 a Max Ricaduta Est (16&¢8).

Considerazioni generali

| risultati ottenuti per tutti glendpointbiologici saggiati
sono concordi nel mostrare un profilo tossicologuile, anche
se non completamente identico, nei campioni di prédevati nel
sito di massimo impatto dell’inceneritore (Max Ricéa Est) e
nel sito appartenente allo stesso dominio, ma mb@ressato
dalla ricaduta delle polveri dell'impianto (Contml Est).
Quest'ultimo anzi € risultato il campione piu efoe
nell'indurre effetti rilevabili, come dimostrano test di
citotossicita, oltre ad essere quello che maggiateneomporta
modulazioni a livello trascrizionale rispetto dlirasiti valutati.

Anche I'analisi dei microinquinanti € in linea cgaanto
affermato. La caratterizzazione chimica del palétmevidenzia
infatti, in relazione per esempio agli IPA totadi &i trasformati
in B(a)P equivalenti) differenze significative re@mpionamenti
presso i siti Max Ricaduta (Est ed Ovest) rispattoontrollo Est
e Controllo Ovest, dove le concentrazioni di taiguinanti
risultano piu elevate, anche se questi ultimi dblezo
rappresentare i “bianchi” dei punti di campionansendi

massima ricaduta delle polveri.
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La valutazione del rischio cancerogeno effettuata
sull'analisi dei microinquinanti in tutti i sitijnpltre, non mostra
situazioni preoccupanti legate alla predizione diaccesso di
rischio di tumori imputabili allattivita dell'imganto di
incenerimento.

Si puo dunque concludere dai risultati ottenutguesto
studio che l'impatto sulla qualita dell'aria detiipianto di
termovalorizzazione di Bologna sembra non sussister

E, tuttavia, da tenere in considerazione il fattoe c
I'inceneritore in oggetto € un impianto relativarteemuovo
(entrato in funzione nel 2005, in sostituzione deklp vecchio),
e sottoposto, come tutti gli impianti in esercizia, un
monitoraggio permanente  (http://www.provincia.baiagt/
ambiente/Engine/RAServeFile.php/f/Progetti/valutazrischio
_frullo.pdf) quindi tali risultati non possono ess@eneralizzati
per altre strutture piu vecchie e impattanti.

Nella valutazione della qualita dell’'aria l'approzc
integrato dell’analisi tossicologica tramite testcdncerogenesi
in vitro e analisi trascrizionale, sul quale si € basafrekente
studio, costituisce un’innovazione per il monitayay
ambientale che ben si inserisce nella pressartiesta da parte
dell’'Unione Europea dello sviluppo di test altemiaper la
predizione del rischio da inquinanti ambientali.

La valutazione del rischio, infine, ha consentito
un’interpretazione piu estesa della caratterizzazichimica dei
microinquinanti e ha rafforzato i risultati ottenaelle indagini
eseguite con gli approcci biologici e biomolecolari

Va comungue detto che, ai fini della conoscenzaidei
ambientali della popolazione residente, sono nacesslteriori

indagini.
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Sarebbe utile, per esempio, un’analisi dettagldataltre
fonti inquinanti e a maggiore impatto, quale ifffico veicolare,
da comparare ai profili tossicologici e genici otig per i siti
oggetto dello studio, e in particolar modo i sita¥Ricaduta Est
e Controllo Est, e da includere nella procedureatlitazione del
rischio per quantificarne il peso all'interno diaupiu generale
esposizione ad aria inquinata.

| metodi utilizzati nei test biologici potrebberssere
completati aggiungendo lo studio di altre varialll'interno
dell’esperimento. Per esempio, lo studio della eamgenesi in
vitro potrebbe avvantaggiarsi di uno schema sperimertale
iniziazione/promozione, che risulta molto utile maso di
esposizioni a basse dosi a cancerogeni non mutageani
cancerogeni incompleti. Nello studio di tossicogaita sarebbe
molto utile poter inserire uno schema sperimengaf@u dosi e
con una esposizione prolungata e a piu tertipieftcoursg, e
saggiare la sensibilita e la risposta in seguitesgosizione a
campioni ambientali di altri modelli cellulari, nagesentativi di
organi bersaglio.

Una comprensione migliore della tossicita relatvalei
diversi effetti legati a PM originato da sorgentfferenti
permettera di concentrare gli sforzi per 'abbattnto mirato di
alcune sorgenti e nello stesso tempo di effettuargure di
controllo piu efficaci per ridurre I'incremento tkelpatologie

legate all'inquinamento atmosferico.
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