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STRESZCZENIE

Ditlenek tytanu (TiO,) moze wystepowac w postaci czastek o réznej wielkosci. Najczesciej wykorzystywane sg czgstki o rozmia-
rze do 100 nm odpowiadajace wielko$cig nanoczgstkom oraz czastki o wielkoéci z przedziatu 0,1-3 mm. Ditlenek tytanu nie jest
klasyfikowany jako substancja szkodliwa w postaci wigkszych czgstek, jednak nanoczgstki TiO, moga wywotac wiele negatyw-
nych efektow zdrowotnych. Narazenie inhalacyjne na nano-TiO, wywoluje stan zapalny, mogacy prowadzi¢ do zmian zwidknie-
niowych i proliferacyjnych w ptucach. Istnieje wiele prac na temat genotoksycznego dziatania TiO, na komoérki ssakéw i ludzi,
szczegdlnie w przypadku nanoczgstek. U szczuréw narazanych inhalacyjnie na nanoczgstki TiO, zaobserwowano powstawanie
nowotworéw. Nie ma jednak dowodéw na wzrost dodatkowego ryzyka wystapienia raka ptuca lub zgonu zwigzanego z ta choroba
u 0s6b zawodowo narazonych na pyt TiO,. Istnieja badania potwierdzajace negatywny wptyw nanoczastek TiO, na rozwdj ptodu
i funkcje uktadu rozrodczego u zwierzat. Nanoczgstki TiO, znajdujg coraz szersze zastosowanie i tym samym zwigksza sie ryzy-
ko narazenia na nanoczastki ditlenku tytanu w srodowisku pracy. Wobec tak niepokojacych danych dotyczacych biologicznego
dzialania nanoczgstek TiO, nalezy zwrdci¢ wigkszg uwage na narazenie i jego skutki dla zdrowia pracownikéw. Wiasciwosci
nanoczastek, ze wzgledu na wigksza powierzchnie i reaktywnos¢, rdznia sie istotnie od frakcji wdychalnej, dla ktérej obowiagzuja
obecnie normatywy higieniczne w Polsce. Med. Pr. 2014;65(5):651-663
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ABSTRACT

Titanium dioxide occurs as particles of various sizes. Particles of up to 100 nm, corresponding to nanoparticles, and in the
size range of 0.1-3 mm are the most frequently used. Titanium dioxide in a bulk form is not classified as dangerous substance,
nevertheless nanoparticles may cause adverse health effects. Inhalation exposure to nano-TiO, causes pulmonary inflammation
that may lead to fibrotic and proliferative changes in the lungs. Many studies confirm the genotoxic effect of TiO,, especially in
the form of nanoparticles, on mammal and human cells. In rats exposed to TiO,-nanoparticles by inhalation the development
of tumors has been observed. However, there is no evidence of additional lung cancer risk or mortality in workers exposed to
TiO, dust. There are some studies demonstrating the adverse effect of TiO,-nanoparticles on fetal development, as well as on
reproduction of animals. TiO, nanoparticles find a still wider application and thus the risk of occupational exposure to this
substance increases as well. Considering such alarming data on the biological activity of TiO, nanoparticles, more attention
should be paid to occupational exposure and its health effects. Properties of the nanoparticles, due to their larger surface area
and reactivity, differ significantly from the inhalable dust of TiO,, for which the hygiene standards are mandatory in Poland.
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WSTEP zastosowania ditlenku tytanu i dzieli si¢ na podsta-
Ditlenek tytanu (TiO,) moze wystepowa¢ w postaci ~ wowe zakresy wielkosci czastek:

czastek o szerokim zakresie wielko$ci, ktore ponadto ultradrobne (ultrafine): < 100 nm, réwne wielko$ci
moga tworzy¢ wigksze agregaty lub aglomeraty. Wiel- nanoczastek,
kos¢ pojedynczych czastek w duzej mierze zalezy od drobne (fine): 0,1 do ok. 3 um.

Finansowanie / Funding: w ramach tematu statutowego nr IMP 24.10/2013 pt. ,, Analiza ryzyka zwigzanego z nanotechnologiami pod katem
wyznaczenia dopuszczalnych pozioméw w $rodowisku pracy dla 4 substancji w postaci nanoczastek”. Kierownik tematu: mgr Anna Maria
Swidwinska-Gajewska.
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Ksztalt czastek ditlenku tytanu jest zazwyczaj pot-
kolisty, ale bywaja réwniez inne formy - plaskie lub
wiodkniste. Ditlenek tytanu wystepuje w 3 odmianach
polimorficznych: anataz, rutyl i brukit. Do najszerzej
stosowanych nalezy anataz i rutyl, z ktérych to ana-
taz jest bardziej reaktywny chemicznie, bardziej cyto-
toksyczny i generuje wiecej reaktywnych form tlenu.
Z badan poréwnawczych Warheita i wsp., ktdrzy oce-
niali nanoczastki ditlenku tytanu pod wzgledem pro-
zapalnego wplywu na pluca, cytotoksycznosci, prolife-
racji komorek i zmian histopatologicznych, wynika, ze
nanoczastki rutylu maja mniejsze toksyczne dziatanie
od odmiany anataz-rutyl 80:20% (1).

Obecnie wiele nanomateriatéw na bazie TiO, jest
dostepnych komercyjnie. Najczesciej nanoditlenek ty-
tanu wystepuje w odmianie anatazu badz anatazu-ru-
tylu w proporcji 80:20%, rzadziej rutylu. Powierzchnia
wlasciwa nanomateriatéw TiO, waha si¢ w do$¢ szero-
kich granicach: 35-190 m?/g, natomiast gesto$¢ nano-
proszkéw wynosi ok. 4 g/ml (2).

Ditlenek tytanu nie jest uznany za substancje szko-
dliwa, jednak jako nanomaterial moze wywolywac ne-
gatywne skutki zdrowotne, inne od opisywanych dla
konwencjonalnej postaci tego zwigzku. Celem niniej-
szego opracowania jest zwrdcenie uwagi na biologiczne
dziatanie nanoczastek ditlenku tytanu, ktore ze wzgle-
du na wilasciwosci — wiekszg powierzchnie i reaktyw-
no$¢ czastek — rdzniy si¢ istotnie od frakcji wdychalnej
(pylu catkowitego), dla ktdrej obowigzuja obecnie nor-
matywy higieniczne w Polsce.

METODY PRZEGLADU

Przegladu pismiennictwa dokonano w oparciu o bazy
internetowe recenzowanych czasopism naukowych.
W przygotowaniu niniejszego opracowania wykorzy-
stano prace dotyczace charakterystyki ditlenku tytanu,
w szczegdlnosci w postaci nanoczastek i ich toksyczne-
go dziatania. Niewiele jest badan dotyczacych wplywu
nanoczastek ditlenku tytanu na zdrowie ludzi, dlatego
w opracowaniu zawarto informacje pochodzace z ekspe-
rymentéw przeprowadzonych na zwierzetach. Ze wzgle-
du na mozliwe inhalacyjne narazenie na nanoczastki di-
tlenku tytanu w miejscu pracy szczegolng uwage zwro-
cono na badania na zwierzetach narazanych ta droga.

WYNIKI PRZEGLADU

Przeglad pi$miennictwa podzielono na podrozdzialty
dotyczace toksykokinetyki (wchlanianie, rozmieszcze-

nie, metabolizm i wydalanie) i dzialania toksycznego
z podziatem na dzialanie draznigce i uczulajace, a tak-
ze na poszczegdlne drogi narazenia. Omdéwiono réw-
niez odlegle efekty toksyczne, takie jak mutagennosc,
rakotworczos¢ i wptyw na rozrodczos¢.

Toksykokinetyka

Ditlenek tytanu wchlaniany jest przede wszystkim dro-
ga oddechowa. Czastki ditlenku tytanu w plucach sa
wychwytywane gléwnie przez makrofagi pecherzyko-
we, w mniejszym stopniu przenikaja do pneumocytéw
typu L. Niewielka liczba komdrek wypetnionych TiO,
trafia do naczyn kapilarnych, skad moga przenika¢ do
krwiobiegu (3).

W eksperymencie przeprowadzonym przez Miihl-
felda i wsp. nanoczgstki TiO, u szczuréw narazanych
inhalacyjnie (przez 1 godz.) byty rozmieszczone w plu-
cach - w swietle pecherzykéw, w nablonku, tkance
facznej i w naczyniach wlosowatych (4).

W badaniu van Ravenzwaaya i wsp. po inhalowaniu
szczuréw nano-TiO, wiekszo$¢ wchlonietej dawki zo-
stala zdeponowana w ptucach i zaobserwowano trans-
lokacje do srodpiersiowych weziéw chlonnych (5).

Ditlenek tytanu podawany donosowo moze docie-
ra¢ do ukladu nerwowego. Wyniki badan na myszach
wskazuja, ze podany zwigzek dotart do mézgu w rejon
hipokampa przez opuszke wechowa, gdzie nastapi-
fo wyrazne zwigkszenie procesu peroksydacji lipidoéw
jako objaw uszkodzen oksydacyjnych (6). Zaobserwo-
wano réowniez odpowiedz zapalng, z podwyzszonym
poziomem interleukin (IL-1b) i czynnika martwicy no-
wotworow (TNF-a).

Badania Li i wsp. na myszach, ktérym podano do-
tchawiczo nano-TiO,, wykazaly, Ze nanoczastki mogg
wplywa¢ na przepuszczalno$¢ bariery pecherzykowo-
-kapilarnej w ptucach i ta droga przedostawac sie¢ do
krwiobiegu i innych narzadéw (watroba, nerki) (7). Na
podstawie zawartosci tytanu w krwi oraz mézgu auto-
rzy sugeruja, ze nanoczastki ditlenku tytanu moga po-
konywa¢ bariere krew-mozg.

Ditlenek tytanu podany droga pokarmowa moze
by¢ transportowany wraz z krwig do innych orga-
néw (8). W badaniu Wanga i wsp. po uptywie 2 tygo-
dni od podania myszom dozoladkowo przez zglebnik
nanoczgstek TiO, wykazano obecnos¢ ditlenku tytanu
w watrobie, $ledzionie, nerkach i ptucach, jednak tylko
w watrobie ilo$¢ TiO, réznita sig statystycznie od grupy
kontrolne;j.

Jak opisuja Cho i wsp., u szczurdw, ktérym podawano
z pozywieniem ditlenek tytanu w postaci nanoczastek
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przez 13 tygodni, obecnos¢ tytanu wykryto réwniez
w watrobie, nerkach, sledzionie, a ponadto w moézgu,
ale w znikomym stopniu, bez réznic statystycznie istot-
nych z grupg zwierzat nienarazanych (9).

Informacje dotyczace wchlaniania przez skoére nie
s3 jednoznaczne. Zweryfikowanie hipotezy wchla-
niania si¢ nanoczastek TiO, przez skére wymaga dal-
szych badan.

Sadrieh i wsp., eksperci Amerykanskiej Organizacji
do Spraw Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Admini-
stration — FDA), badali nanoczastki ditlenku tytanu
w kierunku wchlaniania przez skére na modelu skory
$winskiej, najbardziej zblizonej do skory ludzkiej (10).
Autorzy zaobserwowali, ze wiekszos$¢ czastek apliko-
wanych na skore jest deponowana w warstwie rogowej
naskdrka bez penetrowania do wewnatrz. Nie wykryto
czastek TiO, w organizmie (m.in. w watrobie) nawet po
powtérnej aplikacji i wydluzonym czasie ekspozycji.
Eksperci FDA sugeruja wiec, Ze istnieje mala szansa
wchlaniania sie ditlenku tytanu przez skore.

Monteiro-Riviere i wsp. badali mozliwo$¢ wchiania-
nia si¢ ditlenku tytanu przez uszkodzong skére po opa-
rzeniach stonecznych (11). Zaobserwowano niewielki
wzrost penetracji TiO, do gdérnej warstwy nablonka,
jednak bez oznak wchlaniania.

Wu i wsp. przeprowadzili badania penetracji cza-
stek TiO, przez skore, wykorzystujac metody in vivo
i in vitro (12). W eksperymentach in vitro z zastoso-
waniem izolowanej skory $winskiej nanoczastki TiO,
docieraly tylko do zewnetrznej czesci warstwy rogo-
wej naskorka, nie penetrujac do jego glebszych warstw
i skory wiasciwej. Odmienne wyniki uzyskano w tym
samym eksperymencie w badaniu in vivo, po aplikowa-
niu nanoczgstek TiO, na skére uszu $wini i skére my-
szy (12). Po aplikowaniu przez 30 dni nanoczgstek TiO,
(4-60 nm) na ucho $wini substancj¢ wykryto w naskor-
ku (warstwie rogowej, ziarnistej, kolczystej i podstawnej),
a po 60-dniowej aplikacji na skére myszy nanoczastki
TiO, przenikaly przez skére, docierajgc do innych tka-
nek i narzadéw. Nanoczastki P25 (21 nm) znaleziono
nawet w mozgu, najwiecej jednak zmian zaobserwowa-
no w obrebie skdry i watroby (zwigkszenie aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej i dialdehydu malonowego
wskazujace na stres oksydacyjny wywolany depozycja
nanoczastek). Ponadto dtugotrwala ekspozycja dermal-
na na nanoczgstki wyraznie zredukowata ilos¢ kolagenu
w skorze myszy. Mozliwos¢ wchlaniania nanoczastek
TiO, przez skére¢ powinna zosta¢ bardziej wnikliwie
zbadana w celu zweryfikowania, czy dtugotrwata aplika-
cja na skore moze by¢ szkodliwa dla zdrowia (12).

W innych badaniach po dozylnym podaniu my-
szom lub szczurom nanoditlenku tytanu aglomeraty
czastek byly obecne gléwnie w watrobie, ptucach i le-
dzionie. Autorzy tych badan zauwazyli jednak znaczne
stezenie ditlenku tytanu we krwi i tkankach nienaraza-
nych zwierzat, co §wiadczy o obecnosci ditlenku tytanu
w karmie (13,14).

Z kolei podanie podskorne, jak wykazali Umbre-
it i wsp., skutkowalo obecnoscia aglomeratéw TiO,
przede wszystkim w wezlach chlonnych, a w mniej-
szym stopniu w watrobie, $ledzionie i plucach (13).

Nie ma danych na temat metabolizmu ditlenku ty-
tanu. Wstrzykiwany myszom i szczurom wydalany jest
gléwnie z moczem i w mniejszym stopniu z katem (15).
Z kolei podany droga pokarmowa zostal wykryty
gltéwnie w kale (9).

Dzialanie draznigce i uczulajace
Ditlenek tytanu nie dziala drazniaco na skore i oczy,
poza dzialaniem mechanicznym, ktére moze wywota¢
odwracalne zmiany niewielkiego stopnia. W testach
toksycznosci przeprowadzonych pod kierunkiem War-
heita u nowozelandzkich biatych krolikéw, ktérym za-
aplikowano do oka nano-TiO,, zaobserwowano jedynie
zaczerwienienie spojowki (bez uszkodzen rogéwki),
ktére ustapilo w ciagu 24-48 godzin (16). Badacze nie
wykazali dzialania draznigcego na skdre, podajac jed-
norazowo nano-TiO, na ogolong, nieuszkodzong skore
krolikow tego samego gatunku. Nie zaobserwowali oni
réwniez dzialania uczulajacego tego zwigzku u myszy
w badaniach z zastosowaniem testu LLNA (local lymph
node assay — lokalnych weztéw chlonnych) (16).
Istnieje niewiele prac opisujacych potencjalne dzia-
tanie uczulajace nanoczastek ditlenku tytanu na drogi
oddechowe. De Haar i wsp. wykazali niewielki stan za-
palny w drogach oddechowych i aktywno$¢ adjuwanta
immunologicznego u myszy uczulonych na owoalbu-
mine (OVA) (17). W innym badaniu Jonasson i wsp.
opisali, ze inhalacyjne narazenie na nanoczgstki TiO,
wzmacnialo reakcje alergiczng u myszy uczulonych
na OVA. Autorzy eksperymentu sugeruja, ze narazenie
na nanoczastki moze zaostrza¢ objawy alergii ukladu
oddechowego (18).

Narazenie droga pokarmowa

Warheit i wsp. nie zaobserwowali zmian w masie cia-
fa ani zadnych powaznych uszkodzen wewnetrznych
u szczuréw, ktérym podawano nanoczastki TiO, przez
zglebnik (16). Wystapilo jedynie szare zabarwienie
katu. Autorzy publikacji wyznaczyli wartos¢ LD, dla
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nanoczgstek TiO,, ktéra u samic szczura wyniosta po-
wyzej 5000 mg/kg masy ciala (16).

Wang i wsp. u myszy narazanych dozofagdkowo na
nanoczgstki TiO, zaobserwowali nieprawidlowosci pa-
rametréw biochemicznych w surowicy (wzrost wskaz-
nika aminotransferaz ALT/AST - alanine aminotrans-
ferase — aminotransferaza alaninowa / aspartate ami-
notransferase — aminotransferaza asparaginianowa),
aktywnosci LDH (lactate dehydrogenase — dehydroge-
nazy mleczanowej), a-HBDH (a-hydroxybutyrate de-
hydrogenase — dehydrogenazy a-hydroksymaslanowej)
oraz poziomu BUN (blood urea nitrogen - azotu mocz-
nikowego) (8). Powyzsze wyniki moga wskazywa¢ na
uszkodzenia watroby, nerek i migénia sercowego w na-
stepstwie narazenia na nanoczgstki TiO,.

Ci sami autorzy w badaniach histopatologicznych
zaobserwowali zwyrodnienie wodniczkowe wokét zyly
srodkowej zrazikéw watrobowych, a takze martwice
hepatocytéw, ptyn biatkowy w kanalikach nerkowych
i obrzgk klebuszkéw nerkowych. W sercu, plucach,
gruczotach plciowych ani $ledzionie nie zaobserwowa-
no jednak powaznych zmian patologicznych (8).

Bu i wsp. przeprowadzili analize metabolomiczng
(oparta na spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego, nuclear magnetic resonance - NMR) szczu-
réw, ktorym dozotadkowo przez zglebnik podawano
nanoczastki TiO, przez 14 dni (19). Analiza wykaza-
fa liczne nieprawidlowosci biochemiczne w moczu
oraz surowicy, wskazujace na zaburzenia gospodarki
energetycznej (cyklu Krebsa) oraz metabolizmu ami-
nokwasow (19). Zaobserwowano m.in. wzrost steze-
nia tauryny, histydyny, cytruliny, kwasu cytrynowe-
go, N-tlenku trimetyloaminy (trimethylamine-N-
-oxide - TMAO), a-ketoglutaranu i octanu. Wykaza-
no tez obnizenie poziomu metioniny, treoniny, leu-
cyny, pirogronianu, kwasu 3-D-hydroksymastowego
(3-D-hydroxybutyrate — 3-D-HB) i choliny w mo-
czu narazanych zwierzat. Analiza surowicy wykazala
wzrost 3-D-HB, kreatyny, choliny, fosfocholiny i TMAO
oraz obniZenie stezenia metioniny, glutaminy, glutami-
nianu, glutationu, pirogronianu i acetylooctanu.

O zaburzeniach cyklu Krebsa moze $wiadczy¢ obni-
zenie stezenia pirogronianu w surowicy i moczu (kto-
ry ulega szybszej przemianie do acetylokoenzymu A
(acetylo-Co A)), oraz podwyzszenie stezenia cytrynia-
nu i a-ketoglutaranu w moczu (produktéw posrednich
cyklu) (19). Na skutek przyspieszenia przemian cyklu
Krebsa nastepuje zwigkszenie poziomu cial ketonowych
(3-D-HB) w surowicy, a przemiany nadmiaru acetylo-
-Co A powoduja zwiekszenie stezenia octanu w moczu (19).

Bu i wsp. zaobserwowali ponadto w surowicy zwie-
rzat narazanych na nano-TiO, podwyzszony poziom
choliny i fosfocholiny, produktéw rozpadu gléwnego
skfadnika blon - fosfatydylocholiny (19). O uszkodze-
niach blon komoérkowych moze réwniez $wiadczyc
zwiekszony, w surowicy i w moczu narazanych szczu-
réw, poziom TMAO, produktu rozpadu choliny. Z ko-
lei wysoka aktywnos¢ LDH oraz kinazy kreatynowej
moze $wiadczy¢ o uszkodzeniach miesnia sercowego,
a podwyzszenie aktywnosci enzyméw watrobowych
ALT/AST - o uszkodzeniach komoérek watrobowych.
W tkance serca badacze zaobserwowali ponadto obrzek
mitochondriéw (19).

Badania krwi w opisywanym powyzej eksperymen-
cie wykazaly zmiany w parametrach hematologicz-
nych - zwigkszenie liczby biatych krwinek, w szczegdl-
nosci monocytéw wskazuje na stan zapalny spowodo-
wany narazeniem na nanoczastki TiO, (19).

Na podstawie powyzszych wynikéw badan Bu i wsp.
sugeruja, ze przewlekle narazenie drogg pokarmowa na
nanoczgstki TiO, moze mie¢ szkodliwy wptyw na serce
i watrobe (19).

Nanoczastki podane drogg pokarmowa moga wy-
wiera¢ wplyw takze na inne organy, np. mézg czy ner-
ki. W badaniach Hu i wsp. u myszy, ktérym nano-TiO,
podawano przez 60 dni dozotadkowo, zaobserwowano
kumulowanie si¢ czastek w hipokampie (20). Nagro-
madzone czastki indukowaly zwiekszong produkcje
reaktywnych form tlenu w tej cze$ci mézgu, przyspie-
szaly apoptoze komorek (zwigkszenie aktywnosci kas-
paz 3 i 9 i zahamowanie aktywnosci biatka regulato-
rowego Bcl-2) oraz powodowaly zaburzenia pamigci
przestrzennej (mierzonej testem labiryntu w ksztalcie
litery ,,Y”).

Z kolei u myszy, ktérym nano-TiO, podawano do-
zotadkowo przez 90 dni, nanoczastki wykryto w ner-
kach, jak opisuja Gui i wsp. (21). Zmiany zaobserwo-
wane w nerkach to: stan zapalny, martwica komorek
i zaburzenia ich funkcji, spowodowane zmianami eks-
presji cytokin i zmniejszeniem wydajnosci proceséw
detoksykacji TiO,.

Narazenie droga inhalacyjna

Negatywne skutki dzialania ditlenku tytanu obserwuje
sie przede wszystkim w nastgpstwie narazenia droga
oddechowa. Zwiazek dziala gléwnie na ukiad odde-
chowy, wywolujac objawy stanu zapalnego. Obserwu-
je sie liczne makrofagi pecherzykowe przetadowane
czastkami oraz czastki przenikajace do tkanki §rod-
migzszowej pluc.
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Prace, w ktérych badano rézine wielkosci cza-
stek ditlenku tytanu, wykazaly, Zze czastki mniejsze
niz 100 nm wywoluja wieksze zmiany, co jest skorelo-
wane z wigksza powierzchnig czastek (22-24). Ponadto
mniejsze czastki latwiej przenikaja do tkanki $rod-
miazszowej. W efekcie zostaje wydluzony czas retencji
czastek. Poza stanem zapalnym obserwowano réwniez
zmiany zwioknieniowe i proliferacyjne w ptucach. Po-
réwnanie wrazliwoéci na dziatanie TiO, réznych ga-
tunkéw gryzoni, dokonane przez Bermudeza i wsp.,,
wykazalo, ze najbardziej wrazliwe sg szczury, nastepnie
myszy, a najmniej chomiki (25). Zmiany wywolywane
przez nanoczastki TiO, w duzej mierze zalezg réwniez
od czasu trwania narazenia (22-31).

LeBlanc i wsp. nie odnotowali zmian patologicz-
nych w ptucach u szczuréw narazanych inhalacyjnie na
nano-TiO, przez 4-12 godz. Wykryto jedynie zawiera-
jace czastki makrofagi znajdujace si¢ w bezposrednim
kontakcie ze $ciang pecherzykéw plucnych. Badacze
zaobserwowali natomiast nieprawidlowosci funkcjo-
nowania mikronaczyn (zaburzenia procesu rozszerza-
nia tetniczek zaleznego od srodblonka) na skutek wzro-
stu ilosci reaktywnych form tlenu, zwigkszenia stresu
oksydacyjnego i nitrozacyjnego oraz zmniejszenia pro-
dukgji tlenku azotu (NO) (26).

Grassian i wsp. nie wykazali u myszy dziatania tok-
sycznego w wyniku ostrego (4-godzinnego) narazenia
na nanoczastki TiO,, natomiast przedtuzone naraze-
nie (10 dni) wywotalo znaczaca odpowiedz zapalna,
ktéra ustapita po 3 tygodniach po ekspozyciji (27).

Inni autorzy, w badaniu przeprowadzonym na
szczurach (5 dni), zaobserwowali zwigkszenie masy
i stan zapalny pluc, objawiajacy sie wzrostem liczby
neutrofili, poziomu biatka catkowitego i aktywnosci en-
zymow w popluczynach oskrzelowo-pecherzykowych
(bronchoalveolar lavage fluid - BALF), oraz zwigkszo-
ng replikacje komorek w oskrzelach i oskrzelikach (28).
Z kolei u szczuréw narazanych na nanoczgstki TiO,
(23,5 mg/m?®) przez 12 tygodni zaobserwowano depo-
zyty czastek w dolnych drogach oddechowych, makro-
fagi przeladowane czastkami i kolagenowe zwtdknienie
$cian pecherzykow plucnych (22). U zwierzat wystapit
ostry stan zapalny w plucach. Nanoczastki przenika-
ty do tkanki §rédmigzszowej ptuc szybciej niz wigksze
czastki. Zaobserwowano takze wydtuzenie czasu reten-
cji w poréwnaniu z wiekszymi czastkami: klirens dla
nanoczastek TiO, o wielkosci 21 nm wynidst 501 dni,
a dla czastek 250 nm - 174 dni (23). U inhalowanych
szczuré6w zaobserwowano proliferacje pneumocytow
typu II i niedroznos¢ poréw Kohna, a takze ogniska

zwloknieniowe $rédmigzszu i uposledzenie funkcji
makrofagéw pecherzykowych. Zmiany te byly zalezne
od wielkosci powierzchni czgstek (24).

Bermudez i wsp. narazali inhalacyjnie rézne gatun-
ki zwierzat (szczur, chomik, mysz) przez 13 tygodni na
nanoczastki w stezeniu 0,5-10 mg/m?® (25). U wszyst-
kich zwierzat zaobserwowano w ptucach i okolicznych
wezlach chlonnych depozyty czastek, ktérych liczba
wzrastala wraz z zastosowanym stezeniem. Zmiany
te byly réwniez zalezne od gatunku. Najmniej wrazli-
wy na dziatanie nano-TiO, byt chomik, najbardziej -
szczur. U myszy i szczuréw wydltuzyl sie czas retencji
czastek, zaobserwowano réowniez objawy stanu zapal-
nego — zwiekszenie liczby makrofagéw i neutrofili oraz
aktywnosci LDH i bialek w BALF. U szczuréw nara-
zanych na najwyzsze stezenie zaobserwowano kumula-
cje czastek w tkance srodmigzszowej pluc oraz zmiany
proliferacyjne i zwiéknieniowe w ptucach.

Heinrich i wsp. przeprowadzili przewlekle bada-
nia na 2 gatunkach gryzoni narazanych na nanoczast-
ki TiO, (29). U szczuréw w 2-letnim eksperymencie
inhalacyjnym zaobserwowano wydtuzony czas retencji
czastek, stan zapalny (wzrost stezenia bialek i aktywno-
$ci LDH w BALF), zwtoknienie srodmigzszowe i rozrost
oskrzelowo-pecherzykowy. Z kolei u myszy, ktére na-
razano przez krétszy czas (13,5 miesigca), zmiany wy-
stapily jedynie w ptucach w postaci depozytéw czastek.
Ponadto, podobnie jak u szczurdw, zwiekszyla sie $mier-
telno$¢ narazanych myszy. Wyniki podprzewleklych
i przewleklych eksperymentéw inhalacyjnych na zwie-
rzetach (22-25,29-31) zestawiono w tabeli 1.

Dzialanie mutagenne i genotoksyczne
Mutagenne dzialanie ditlenku tytanu jest raczej zniko-
me. Opublikowano natomiast wiele prac na temat ge-
notoksycznego wptywu nanoczgstek TiO, na komérki
ssakow i ludzi. Wyniki badan genotoksycznosci nano-
-TiO, z zastosowaniem promieniowania ultrafioleto-
wego (UV) oraz §wiatta widzialnego (Vis) wskazuja, ze
czynniki te dzialajg synergistycznie, a szkodliwe dzia-
tanie ditlenku tytanu jest wzmacniane §wiatlem z za-
kresu UV-Vis. Badania dotyczace dzialania mutagen-
nego i genotoksycznego zestawiono w tabeli 2.
Ditlenek tytanu nie wykazuje dzialania mutagenne-
go u bakterii Salmonella Typhimurium ani w komoér-
kach ssakow in vitro (32-34). Substancja ta wywoluje
uszkodzenia DNA w ludzkich komérkach i komor-
kach ssakow, szczegdlnie w przypadku ekspozycji
na nanoczgstki TiO, (20-30 nm) (35,36). Efekt ten
wzmacnia wczesniejsze napromieniowanie komorek
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w grupie kontrolnej. Z kolei u szczuréw nowotwory
zlosliwe (raki kolczystokomoérkowe, gruczolaki lub
gruczolakoraki) wystapily u 19/100 zwierzat, podczas
gdy w grupie kontrolnej wystapil 1 nowotwor ptuc -
gruczolakorak (istotnos¢ statystyczna: p < 0,05) (29).

Dla poréwnania w badaniu Lee i wsp. szczury na-
razano inhalacyjnie przez 2 lata na wicksze czast-
ki ditlenku tytanu (~84% czastek < 13 um; MMAD
(aerodynamiczna mediana $rednicy / mass median ae-
rodynamic diameter): 1,5-1,7 pm) (30). Nie zaobserwo-
wano roznic w przezywalnosci ani masie ciala miedzy
zwierzetami narazanymi a tymi z grupy kontrolne;j.
Zapadalnos$¢ na nowotwory pluc (gruczolaki, raki kol-
czystokomodrkowe) réznila sie statystycznie, jednak au-
torzy publikacji zwracajg uwage na biologiczne réznice,
m.in. w typie nowotworu, jego lokalizacji anatomicz-
nej i mechanizmie powstawania nowotwordéw miedzy
guzami zaobserwowanymi u szczuréw a rakiem ptuca
wystepujacym u ludzi. Rakotworcze dzialanie ditlenku
tytanu moze wiec dotyczy¢ jedynie zwierzat (30).

Warheit i Frame w pdzniejszym opracowaniu do-
tyczacym wyzej opisanego eksperymentu zmienili
klasyfikacje 11 z 15 rakéw kolczystokomoérkowych na
nienowotworowe zmiany plucne - torbiele keratyno-
we, charakterystyczne dla stanu przetadowania ptuc
u szczurow (47).

Z kolei Pott i Roller badali 19 ziarnistych pytéw
(m.in. ditlenek tytanu o réznej wielkosci czastek —
251 200 nm), ktére podawali szczurom dotchawiczo.
Autorzy wykazali statystycznie istotny wzrost czestosci
nowotworéw pluc (raki kolczystokomorkowe, gruczo-
laki i raki) u narazanych zwierzat w poréwnaniu z gru-
pa kontrolna, a takze zaleznos$¢ efektu od wielkosci
czastek (48,49).

Wplyw na rozwoj ptodu i rozrodczosc

Sun i wsp. opisuja badania potwierdzajace negatywny
wplyw nanoczastek na rozwdj ptodu i na funkcje ukta-
du rozrodczego u zwierzat (50). Nanoczastki TiO, moga
przechodzi¢ przez bariere krew—tozysko i wptywac na
ptdéd. Jak wskazuja Yamashita i wsp., po dozylnym po-
daniu nanoczastek TiO, cigzarnym myszom substancje
wykryto w fozysku oraz watrobie i mézgu plodu (51).
Ponadto zaobserwowano zmniejszenie masy ciala plo-
dow oraz zmniejszenie macicy u matki.

Prenatalne narazenie na nanoczastki ditlenku ty-
tanu moze wplywac na rozwdj plodowy potomstwa
u myszy, w tym na osrodkowy uktad nerwowy. U po-
tomstwa myszy, ktérym nano-TiO, wstrzykiwano pod-
skornie w czasie ciazy, zaobserwowano:

zmieniong ekspresje gendw zwigzanych z apoptoza,

rozwojem mozgu, neurotransmiterami oraz odpo-

wiedzig na stres oksydacyjny (52),

znaczacy statystycznie wzrost poziomu dopami-

ny i jej metabolitow w 2 obszarach moézgu - ko-

rze przedczolowej i jadrze ogoniastym (neostria-

tum) (53),

zmiany w korze moézgowej, opuszce wechowej i nie-

ktérych rejonach zwiazanych z ukladem dopami-

nergicznym (54),

zwigkszenie liczby neuronéw mitralnych zawiera-

jacych kaspaze 3 (marker apoptozy) w opuszce we-

chowej (55),

zmiany w ekspresji gendw zwiazanych ze szlakiem

sygnatowym kwasu retinowego w komorkach wa-

troby samic myszy narazanych prenatalnie (56).

Nanoczastki ditlenku tytanu przechodzace z orga-
nizmu narazanej matki do organizmu plodéw moga
wywolywa¢ uszkodzenia w funkcjonowaniu meskie-
go ukladu rozrodczego i zmiany w nerwie wechowym
u potomstwa. Takeda i wsp. zaobserwowali obecnos¢
ditlenku tytanu w jadrach (komoérkach Leydiga, Ser-
toliego i spermatydach) u meskiego potomstwa my-
szy narazanego prenatalnie oraz obnizenie masy ciata
mlodych samcéw (55). Ponadto wystapily nieprawidlo-
wosci w budowie kanalikéw nasiennych i zmniejszenie
ilo$ci dojrzalej spermy w ich swietle.

Prenatalne narazenie na nanoditlenek tytanu nie
wplywalo natomiast na dzialanie zenskiego ukladu
rozrodczego u mlodych samic, badanego mutacja w lo-
kus ESTR (markerem mutagennosci wobec zenskich
komorek rozrodczych) u myszy z pokolenia F1 i F2, jak
opisuja Boisen i wsp. (57).

Hougaard i wsp. wskazuja, Zze u potomstwa my-
szy eksponowanych na ditlenek tytanu moga wysta-
pi¢ zmiany neurobehawioralne (58). W badaniu opi-
sanym przez ww. autoréw doroste myszy narazane
prenatalnie (inhalacja cigezarnych matek) poddano
testom behawioralnym. Zwierzeta unikaly centralne-
go obszaru w tescie otwartego pola, a u narazanych
prenatalnie samic zaobserwowano wieksza skutecz-
no$¢ przedbodzca w hamowaniu reakcji zaskocze-
nia na bodziec stuchowy. Funkcje poznawcze, bada-
ne w tescie labiryntu wodnego Morrisa, nie zostaly
zmienione.

Ditlenek tytanu w formie nanoczastek moze szko-
dliwie wptywa¢ na rozrodczo$¢ u narazanych zwie-
rzat, zaréwno samic jak i samcow, jak opisuja Gao
i wsp. (59,60). U samic myszy eksponowanych na ten
zwigzek droga pokarmowa zaobserwowano groma-
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dzenie si¢ TiO, w jajnikach i zaburzenia w zawarto$ci
mikroelementéw odpowiedzialnych za prawidiowe
funkcjonowanie tych gruczotéw (59). U narazanych
zwierzat ponadto istotnie zmniejszyty sie wskazniki
plodnosci (wskaznik krycia, zaplodnien, zywych plo-
dow i urodzen). Zaburzona zostala takze gospodar-
ka hormonoéw plciowych - wzrost stezenia estradiolu
i hormonu folikulotropowego, obnizenie progesteronu,
hormonu luteinizujacego i testosteronu. Badania eks-
presji gendw wskazuja na wzmozong synteze estradiolu
oraz zwigkszony metabolizm progesteronu.

Z kolei u samcéw myszy narazanych dozofadko-
wo nanoczastki TiO, pokonywaly barier¢ krew-jadra,
kumulujac sie w jadrach, wywotujac w nich zmiany
i zaburzenia w produkcji spermy (zmniejszenie licz-
by i ruchliwosci plemnikéw oraz zwigkszenie liczby
plemnikéw o nieprawidlowej budowie) (60). Ponadto
zaobserwowano zmiany stezenia hormonéw plciowych
w surowicy krwi. Zmienifa si¢ ekspresja 142 gendw
odpowiedzialnych za spermatogeneze oraz przemiany
steroidow i hormondw.

WNIOSKI

Ditlenek tytanu nie ma klasyfikacji zharmonizowa-
nej ani nie znajduje si¢ w wykazach substancji stwa-
rzajacych zagrozenie, zamieszczonych w zalaczni-
ku VI do Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) nr 127/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r.
w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pakowania sub-
stancji i mieszanin, zmieniajacego i uchylajacego dy-
rektywy 67/548/EWG i 1999/45/WE oraz zmieniajg-
cego rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 (61). Jest sub-
stancja uznawang za bezpieczng i obojetna dla zdro-
wia. Coraz szersze zastosowanie nanoczastek TiO,,
gltéwnie jako blokera promieniowania UV, spowodo-
walo jednak wieksze zainteresowanie biologicznym
dzialaniem tej substancji. Wiadomo, Ze nanoczast-
ki réznig sie wlasciwosciami od formy wielkoczast-
kowej, a zatem dzialaniem biologicznym i stopniem
toksycznosci.

Nanoczastki TiO, mogg si¢ wchiania¢ drogg odde-
chowa lub pokarmowa. Dane dotyczace wchlaniania
przez skore nie s3 jednoznaczne, dlatego wymagaja po-
twierdzenia w dalszych badaniach. Z punktu widzenia
narazenia zawodowego najwigksze niebezpieczenstwo
stwarza narazenie drogg inhalacyjna. Nanoczastki di-
tlenku tytanu docieraja gtéwnie do ptuc, watroby i sle-
dziony, ale wykrywano je takze w mdzgu narazanych
zwierzat. Moga powodowa¢ zmiany parametrow bio-

chemicznych i ekspresji genéw, co wskazuje na mozli-
wos¢ uszkodzenia watroby, nerek, miesnia sercowego
i narzaddéw plciowych.

Przewlekle narazenie na nanoczastki ditlenku ty-
tanu drogg inhalacyjng powoduje przede wszystkim
objawy stanu zapalnego, ktére moga prowadzi¢ do
zmian zwldknieniowych i proliferacyjnych. Istnieja
tez badania potwierdzajace negatywny wplyw nano-
czastek TiO, na rozwdj plodu, jak réwniez na funkcje
ukfadu rozrodczego u zwierzat. Dzialanie mutagenne
nanoditlenku tytanu jest nieznaczne, w przeciwien-
stwie do dzialania genotoksycznego na komoérki ssakow
i ludzi, potwierdzonego w wielu pracach. Dzialanie to
jest silniejsze po uprzednim napromieniowaniu komo-
rek $wiattem z zakresu UV-Vis. Rakotworcze dziatanie
nanoditlenku tytanu zaobserwowano gléwnie u szczu-
réw narazanych inhalacyjnie.

Wobec tak niepokojacych danych dotyczacych na-
noczastek nalezy zwrdci¢ wigksza uwage na narazenie
na te posta¢ ditlenku tytanu i jego skutki dla zdrowia
ludzi. Istnieje niewiele prac opisujacych stan zdrowia
0s6b pracujacych w narazeniu na nano-TiO,. Przewa-
zajaca wigkszos¢ danych dotyczy frakcji wdychalnej
ditlenku tytanu, podczas gdy to gltéwnie nanoczastki
sa odpowiedzialne za potencjalne szkodliwe skutki dla
zdrowia. W obecnej sytuacji mozliwe jest szacowanie
ryzyka zdrowotnego narazenia na nanoczastki ditlen-
ku tytanu jedynie w oparciu o dane pochodzace z ba-
dan na zwierzetach.
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