Subdomeniul 1.9. Toxicologie
1.1. Definirea si prezentarea domeniului
1.1.1. Toxicitatea nanoparticulelor si eliberarea lor in mediu

a) Toxicitatea nanomaterialelor in organism

Desi s-a demonstrat ca o serie de nanoparticule sunt toxice, se cunoaste foarte putin despre mecanism. Literatura stiintifica referitoare la nanotoxicologie cuprinde un numar de 800 publicatii, in general abordand efectele citotoxice ale nanomaterialelor in sisteme de culturi de celule (in vitro)
. De exemplu, o serie de lucrari recente
 trateaza despre acumularea nanoparticulelor in celule prokariotice si eukariotice precum si despre toxicitatea diferitelor tipuri de nanoparticule.Celulele plantelor , algelor si fungi au pereti celulari care constituie o bariera pentru patrunderea nanoparticulelor. Mecanismele care permit nanoparticulelor sa treaca spre peretii celulei si membranelor sunt foarte putin intelese. 
De exemplu, s-a demonstrat recent [2], ca particule exogene continand zinc si aluminiu, exercita efecte toxice asupra germinarii si cresterii radacinilor in zonele insamantate cu 6 specii de plante agricole relevante.  

Primul forum dedicat toxicitatii si determinarii riscurilor asociate cu utilizarea nanoparticulelor a avut loc in 2007, la Stockolm, Suedia. Recent, grupuri de cercetare au fost  implicate in cercetari privind interactia nanoparticulelor, cum ar fi nanotuburile de carbon cu celulele. 

Totusi, s-a acordat putina atentie toxicitatii nanoparticulelor pe baza de metale grele si oxizii acestora. In incercarea de a intelege toxicitatea nanomaterialelor obtinute pe cale sintetica este necesara considerarea efectelor asupra celulelor si implicit a efectelor sistemice asupra intregului organism.

Nanoparticulele patrund  in organismul uman in primul rand prin inhalare sau prin contactul cu pielea si in al doilea rand prin injectare sau ingestie, daca nanoparticulele sunt prezente in medicamente sau mancare.

Unul dintre efectele daunatoare ale nanoparticulelor pentru oameni a fost prezentat in 1997 de cercetatori britanici care au aratat ca nanoparticulele de dioxid de titan /oxid de zinc din ecranele solare la formarea radicalilor liberi in celulele pielii si astfel distrug ADN, ceea ce ulterior poate conduce la mutatii care ulterior produc modificari ale structurii si functiei proteinelor. Aceasta poate favoriza dezvoltarea tumorilor si cancerului.

Agentia pentru Protectia Mediului din SUA a descoperit ca nanoparticulele de dioxid de titan prezente in ecrane solare pot provoca distrugera creierului la soareci.

Grupul profesorului Shunho jin de la Universitatea California, San Diego, USA, a demonstrat ca in prezenta nanoparticulelor magnetice, atat timp cat sunt mai mici de 10 nm, celulele neuronale inceteaza sa raspunda la semnale chimice, si in loc de semnale traductoare, ele intra in stare latenta. Experimente la nivele de laborator au aratat  ca fulerenele pot omora culturile celulare de ficat, piele si creier

.b) Principalele cauze ale toxicitatii nanoparticulelor

Un important aspect ce este luat in considerare in nanotoxicologie este validarea biocompatibilitatii nanoparticulelor.

Au fost identificate trei cauze principale ale toxicitatii nanoparticulelor in contact cu celulele vii:

· datorita toxicitatii chimice a materiilor prime din care sunt fabricate;

· datorita dimensiunilor lor mici pot patrunde in membrana celulara si celula;

· datorrita formei ( de ex: nanotuburile de carbon pot patrunde usor in membrana celulara);

· modificarile suprafetei pot de asemenea afecta agregarea si aglomerarea nanoparticulelor cu efect asupra toxicitatii si comportarii in mediu.

In conformitate cu  estimarile realizate la nivelul anului 2008 numarul de produse de consum de pe piata care contin nanoparticule sau nanofibre depaseste 800 si continua sa creasca (Project on Emerging Nanotechnologies, 2008). In conformitate cu “The Nanotechnology Consumer Products Inventory”-2006, cel mai comun material mentionat in descrierea produselor a fost carbonul ( 29  produse care include fullerene si nanotuburi); argintul a fost al doilea (25 produse) urmat de dioxid de siliciu (14), dioxid de titan (8), oxid de zinc (8) oxid de ceriu (1). Productia curenta de nano TiO2 este de 5000 t/a, pentru  nano Ag 500 t/a, and pentru  nanotuburi de carbon 350 t/a.In SUA s-a reportat in anul 2005 o productie de dioxid de titan de aproximativ 2 milioane de tone si trecerea intregii productii de la dioxid de titan bulk la dioxid de titan nano in 2025
. Datorita cresterii productiei de nanoparticule sintetice, expunerea persoanelor ocupate si publicului la nanoparticule va creste dramatic in egala masura cu eliminarea lor in mediu.
1.1.2. Cercetarea Nanotoxicologica si politica UE
In mod curent, validarea sigurantei nanoparticulelor sintetice a devenit o problema la nivel mondial. Cercetarea ecotoxicologica a nanoparticulelor [4] este de asemenea sprijinita si promovata prin politica stiintifica a Comisie Europene. Pe data de 7 iunie 2005, Planul de Actiune „“Nanosciences and nanotechnologies: An Action Plan for Europe 2005–2009”:  a fost adoptat (EC, 2004) pentru imediata implementare a sigurantei si strategiei responsabile si integrate pentru nanostiinte si nanotehnologii. In acest document Comisia Europeana subliniaza ca cercetarea in domeniu va fi promovata pentru a furniza date cantitative despre toxicologie si ecotoxicologie  cat si pentru validarea riscurilor. Comisia a lansat o consultare pe domeniul nanotoxicologie si nanoecotoxicologie ( data limita 28.02.2006, European Commission, 2006) si a cerut beneficiarilor sa identifice prioritatile si potentiale actiuni. Contributiile s-au adresat urmatoarelor domenii: cercetare si dezvoltare in nano(eco)toxicologie, generarea datelor despre toxicologie si ecotoxicologie, precum si potentialul de expunere a omului si mediului; necesitatea unei baze de datedespre toxicitate 9 date toxicologice, ecotoxicologice, epidemiologice). La in ceput, nanotehnologiile si nanomaterialele nu au fost incluse in scopul Regulamentului (EC) No. 1907/2006 (REACH) (European Parliament, 2006). Totusi, su existat discutii cu autoritatile competente REACH si subgrupul de nanomateriale despre cum s-ar putea aplica REACH la nanomateriale (CA/59/2008 rev. 1; Brussels, 16 December 2008; European Commission, 2008). Ca urmare noul Regulament al UE 1272/2008 (European Parliament, 2008) al clasificarii, ambalarii substantelor si amestecurilor care a intrat in vigoare la 20.01.2009 a anulat  directivele anterioare Dangerous Substances Directive 67/548/EEC and the Dangerous Preparations Directive 1999/45/EC. Acest nou regulament urmareste principiile Sistemului Global Armonizat de Clasificare si Etichetare a Produselor Chimice. Regulamentul 1272/2008 are 1355 pages si nu contine termenii “nano” sau “nanoparticule”. Totusi, ca un principiu general, el se aplica tuturor substantelor si amestecurilor livrate pe teritoriul tarilor comunitare desi in REACH nu exista  referiri specific la nanomateriale.

REACH se ocupa cu substante in indifferent ce dimensiune, forma sau stare fizica. Ca urmare rezulta ca REACH si Regulamentul 1272/2008 cere fabricantului, importatorului si utilizatorului final sa se asigure ca nanomaterialele nu au efecte adverse asupra sanatatii oamenilor si mediului. 
La nivel european BioNanoNet- o retea de companii a initiat formarea unui centru virtual de nanotoxicology, “European Center of Nanotoxicology” care reuneste toti expertii din Austria in domeniul nanotoxicologiei si acorda ajutor in dezvoltarea metodelor standardizate.

1.1.3. Cercetarea nanotoxicologica la nivel mondial ( un exemplu )

La Universitatea din California s-au pus bazele unui program de cursuri intitulat “ The Nanotoxicology Research and Training Program” (Cercetarea Nanotoxicologica si Program de  perfectionare)  menit sa asigure dezvoltarea sigura a nanotehnologiilor si dezvoltarea unor ghiduri pentru a testa materialele la scara nano acolounde sanatatea omului si ecosistemelor poate fi afectata. Obiectivele cursurilor sunt: familiarizarea studentilor cu vocabularul uzual din Nanostiinte necesar aprecierii interactilor biologice si potentialului toxic al nanomaterialelor; aspecte privind sinteza si caracterizarea fizico-chimica a nanomaterialelor; intelegerea proprietatilor unice ale nanomaterialelor si cum pot contribui aceste proprietati la interactii biologice; corelarea proprietatilor nanomaterialelor cu potentialul lor de transport, reactivitate si toxicitate in mediul natural si in organism.

1.1.4. Experienta si rezultate (ultimii 5 ani) pe plan national in domeniu
Consultarea bazei de date de pe pagina de web a coordonatorului de proiect privind institutiile din Romania care abordeaza domeniul nanotoxicologiei a evidentiat urmatoarele aspecte ( cuvant cheie-toxicologie):

· 1 institutie (SC METAV CD SA) are activitati cu referire strict la toxicologie, fara a preciza din ce perspectiva sunt abordate aceste aspecte: din perspectiva riscurilor (nano)materialelor sau din perspectiva mecanismelor nanomaterialelor la nivel celular;
· Exista insa si alte institutii care au proiecte care abordeaza domeniul nanomaterialelor si riscurilor legate de manipularea/utilizarea acestora( cuvinte cheie- institute, biologie moleculara):
1. Institutul National de C&D pentru Metale Neferoase si Rare - IMNR  coordoneaza proiectul “Noi concepte tehnologice privind dezvoltarea unor nanomateriale cu impact scazut asupra mediului”-TECNANOECO, PNII/2008-2011
Proiectul se adreseaza domeniului nanomaterialelor cu referire la producerea si utilizarea acestora. Scopul proiectului consta in: sinteza nanomaterialelor oxidice prin procedee chimice (in particular sinteza hidrotermala) cu solutii de ecologizare a apelor reziduale, studiul toxicitatii nanomaterialelor din perspectiva dezvoltarii unor tehnologii si produse sigure, public acceptate; metode de valorificare superioara prin produse cu valoare adaugata mare pe baza de nanomateriale oxidice si nanomateriale naturale sau produse secundare in procese tehnologice (silicati naturali cu un continut de 70% montmorilonit din Valea Chioarului si respectiv cenusi de la termocentrale). Principalele rezultate ale proiectului sunt: dezvoltarea unor aplicatii nanotehnologice sigure; identificarea metodelor de masurare a cantitatii de nanomateriale in medii apoase, deprinderea unor metode de determinare a riscului nanomaterialelor si nu in ultimul rand realizarea unor produse cu valoare adaugata mare si integrarea activitatilor proiectului in Platformele Tehnologice Europene EUMAT si respectiv NANOMEDICINA.
2. Institutul de cercetari Chimico-Farmaceutice are rezultate semnificative in domeniul toxicologiei

3. Institutul National de C&D pentru Stiinte Biologice are rezultate semnificative in domeniul (nano)toxicologiei, concretizate prin participarea/coordonarea urmatoarelor proiecte:

· PN II IdeI-2008, ID-916: STUDIUL IMPACTULUI NANOPARTICULELOR ASUPRA MEDIULUI ACVATIC SI MOdeLIZAREA EFECTELOR LOR BIOLOGICE IN SCOP PREDICTIV. Scopul proiectului:

-Punerea la punct a unui nou model celular (eritrocitul nucleat de batracian sau pesti) ca si a hematiilor umane pentru evaluarea toxi- si ecotoxicologica a nanoparticolelor „in vitro si in vivo”
-Utilizarea citometriei in flux prin teste originale pentru urmarirea interactiei nanoporticolelor/viu in vederea intelegerii riscului potential al nanoparticolelor pentru mediu inconjurator.

· Proiect CEEX MATNANTECH 57/2006, NANOSTRUCTURI PENTRU ELIBERAREA
CONTROLATA de PRINCIPII ACTIVE CU POTENTIAL TERAPEUTIC, Scopul proiectului: testarea nanostructurilor preparate in sisteme de culturi celulare si analiza enzimatica.
4. Institutul de Cercetari Interdiciplinare in BIO-NANO-STIINTE-ICI-BNS:

Institutul are rezultate semnificative in domeniul bio-nanomaterialelor ( proiecte CNCSIS_IDEI, Parteneriate PNII), dar este dificil de apreciat daca cercetarile efectuate in cadrul acestor proiecte abordeaza si aspecte nanotoxicologice, asa cum sunt definite in literatura de specialitate.

5.INCDFLPR are un numar semnificativ de proiecte in domeniul nanomedicinei, dar din titlul si rezumatul proiectului nu se poate afirma cu certitudine ca domeniul nanotoxicologiei este abordat.

1.2. Resurse
a). Organizatii si colective (deja cu rezultate in domeniu, cu potential pentru dezvoltare si/sau utilizare in domeniu):
La nivel national, pe baza consultarii bazei de date de pe pagina de web a coordonatorului consortiului se pot evidentia un numar mic de organizatii si colective (institute de C&D, institute ale Academiei, universitati) – 5 – cu preocupari in domeniul (nano) toxicologiei. 10 organizatii si colective au afirmat ca au potential ( resurse umane si infrastructura) pentru abordarea domeniului complex al toxicologiei.

b). Resurse umane: chimisti si ingineri chimisti, fizicieni, biochimisti, biologi, matematicieni, electronisti, stiinta materialelor cu expertiza in domeniile lor de activitate si inalt calificati. Totusi, se poate remarca numarul foarte mic de tineri un aspect valabil si pentru alte domenii.
c) Infrastructura: in general infrastructura cuprinde echipamente noi, performante, cele mai multe achizitionate in ultimii 5 ani. Totusi, este dificil de apreciat daca toate echipamentele sunt dedicate abordarii acestui domeniu complex al (nano)toxicologiei. 
d) Parteneriate: 

- nationale: universitati, institute nationale de cercetare-dezvoltare, firme

- internationale (proiecte FP7, actiuni COST, cooperari bilaterale,etc): nu s-au identificat in domeniul nanotoxicologiei, ci in domenii mult mai generale legate de sinteza nanomaterialelor si aplicatiile acestora.
e) Brevete: nu s-a identificat nici un brevet dedicat nanotoxicologiei. Un numar relativ mic de brevete in domeniul nanomedicinei sau aplicatiilor nano.
1.3. Publicatii

1.3.1. La nivel international
Intelegerea toxicitatii nanomaterialelor si a produselor  nano este deosebit de importanta pentru sanatatea oamenilor si mediului, siguranta si pentru acceptarea de catre public. Literatura stiintifica este o sursa primara de informatie despre toxicitatea nanomaterialelor si astfel joaca un rol in dialogul emergent despre siguranta produselor nano.

Comparativ cu anul 2000 numarul de publicatii referitoare la nanomateriale si toxicitatea lor a crescut cu aproximativ 600% in 2007.  900 de articole in 58 de publicatii au fost identificate
. Articolele sunt dispersate pe domeniul chimiei, biologiei, fizicii si domeniilor ingineresti. S-a facut o analiza pe tari. SUA au cel mai mare numar de publicatii in domeniul nanotoxicologiei (550), urmata de China, Germania, Marea Britanie si Japonia. Aceasta diversitate a locului unde se desfasoara cercetarea, impreuna cu  natura interdisciplinara a domeniului nanotehnologiei, poate fi una dintre explicatiile pentru abordarile variate si lipsa metodelor standardizate pentru studiul toxicitatii nanomaterialelor. Analiza articolelor pe tari de origine a evidentiat ca in domeniul nanotoxicologiei Romania a publicat 10 articole la egalitate cu Polonia[5]. Sunt prezentate in Anexa 1 publicatiile la nivel international selectate prin accesarea „Web of science”

1.3.2. La nivel national
Consultarea bazei de date de pe pagina de web a coordonatorului consortiului a evidentiat un numar de 3 articole in ultimii 3 ani cu referire stricta la nanotoxicologii, participarea la 2 conferinte internationale.  In Anexa 2 sunt prezentate publicatiile la nivel national selectateprin consultarea WE of Science.

Obervatie privind consultarea bazei de date Web of Science: selectia toxicologie fara biocompatibilitate, si numai "nanotoxicologie" este oarecum neadecvata, deoarece autorii n-au utilizat in mod constant termenul de nanotoxicologie, ci au raportat " teste toxicologice", evaluarea biocompatibilitatii si alte formule.

Trebuie subliniat ca accentul investigatiilor se deplaseaza in prezent de la nivelul "clasic" - evaluarea toxicitatii (sau, in alte formulari pe langa subiect, efectelor adverse, pericolelor ppentru sanatate) catre identificarea timpurie a riscurilor pentru sanantate (toxicologie predictiva) si proiectarea sistemelor nano orientata catre maximizarea sigurantei (safety design), motivatia fiind eliminarea timpurie a materialelor pentru care se prezice/determina un nivel inalt de toxicitate inca din etapele initiale ale cercetarii.

1.4. Propuneri strategice
1.4.1. Propuneri privind abordarea activitatilor subgrupului de lucru 1.9. in continuare

a) rafinarea bazei de date si realizarea unui chestionar cat mai specific domeniilor.

De exemplu: 

· daca universitatile au in programa cursuri dedicate nanotoxicologiei, 

· furnizarea unor liste cu publicatii in aria sanatatii umane si mediului cu referire la nanotoxicologie cu evidentierea domeniului de cercetare care le-a generat, 

· ce tipuri de (nano)materiale si cai de expunere au fost cercetate si care nu au fost abordate, 

· ce etapa din ciclul de viata al nanomaterialelor a fost abordat in cercetarea toxicologica

· colaborari internationale strict legate de nanotoxicologie

· furnizarea unei liste cu infrastructura dedicata domeniului nanotoxicologiei sau care poate fi utilizata in anumite etape din cercetarea (nano)toxicologica.

b) abordarea domeniului nanotoxicologiei in stransa corelatie cu GL5-Dezvoltarea responsabila a nanotehnologiilor

c) stabilirea legaturii si interactiunii cu BioNanoNet- retea de companii care a initiat formarea unui centru virtual de nanotoxicology, “European Center of Nanotoxicology” prin punctul de contact din Romania-P9 IMNR.

1.4.2. Propuneri strategice preliminare

- daca toxicologia chimicalelor care nu sunt nano beneficiaza de protocoale bine definite, nanotoxicologia este mult mai complicata, iar aceste protocoale nu pot fi folosite. Nanotoxicologia are nevoie de noi protocoale standardizate. In consecinta o prima directie strategica elaborarea de metode/protocoale standardizate pentru nanotoxicologie.

- analiza procedeelor de sinteza si procesare a nanomaterialelor din perspectiva nanotoxicologiei/nanoriscurilor.

- caracterizarea expunerii omului cu referire la natura fizico-chimica, starea de agregrare si concentratie ( numar, masa, suprafata specifica) la nanomaterialele procesate si efectuarea de teste in vivo pe animale si in vitro ( inainte de a  le introduce pe piata in diverse aplicatii).
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