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Introduzione

Ne corso dd ventesmo secolo il mondo ha vissuto un’esplosone tecnologica e indudtride
senza precedenti che ha avuto perd diverse conseguenze negative tra cui un rischio sempre
crescente derivante dagli effetti dei prodotti e dagli scarti derivanti  dal’indudtria, colpevoli
sesso di esercitare spiacevoli  effetti tossci, frequentemente sull’ gpparato riproduttore. Fu
lo a meta degli ani ‘90 che d inizio a concretizzare il concetto dela “tosscologia
riproduttiva’ con I'avwento di maggiori e sempre piu dettagliate conoscenze nel campo dei
digruttori endocrini.
L'esposzione a sodanze chimiche ndl’ambiente di vita e di lavoro e negli dimenti ha un
posto di rilievo fra i fattori di rischio per la sdute riproduttiva, condgderando I'insufficienza
ddle conoscenze <cientifiche disponibili per un'efficace prevenzione. La Commissone
Europea e dtri organiami internaziondi (OECD, WHO) indicano in paticolare come
prioritario I'incremento delle conoscenze sugli “Endocrine Disrupting Chemicals’ (EDC), un
eterogeneo gruppo di sodtanze caratterizzate dala capacita potenziale di interferire, attraverso
svariai  meccanigni, con il funzionamento dd dgema endocrino, in  paticolae con
I'omeodad degli ormoni sessudi e dedla tiroide. La riproduzione e lo sviluppo pre- e
posnatde sono le fad biologiche piu senghili agli effetti endocrini degli EDC. Studi
epidemiologici suggeriscono che vi da una corrdazioni fra esposizione a specific gruppi di
EDC e dterazioni ddl’ apparato riproduttivo, quai ad esempio mdformazioni, infertilita,
aumentato rischio di seminomi e di endometrios. Lo spettro di patologie corrdabili a questi
composti € comunque molto ampio e comprende anche I'aumento dd numero di aborti
precoci associato dl’esposzione lavorativa a pedicdi, effeti a lungo termine sulla
funziondita tiroidea o riproduttiva in seguito a danni indotti in utero o durante I'infanzia,
patol ogie metaboliche corrdabili con un' dterata omeostas di estrogeni e androgeni.
Numeros punti restano tuttavia ancora da chiarire, tra questi i meccanismi biologici dla base
di tdi corrdazioni e gli eventudi fattori di suscettibilita €0 di rischio concomitanti. Manca in
paticolare una conoscenza approfondita del’intero spettro di patologie  potenzidmente
associabili al’ esposzionea EDC.
| digruttori endocrini sono sostanze che mimano gli ormoni endogeni 0 che interferiscono con
lafarmacocinetica 0 ancora che operano secondo entrambi | suddetti meccanismi.
Ladefinizione dassica e orma unanimemente accettata di distruttore endocrino e la seguente:

“Una sostanza esogena che interferisce con la produzione, il rilascio, il trasporto,

il metabolismo, il legame, I'azione o I’eliminazione degli ormoni naturali

dell’ organismo responsabili del mantenimento dell’ omeostasi e della regolazione

del process di sviluppo”.
| loro effetti indesderati finora osserveti, mediante studi in vivo e in vitro, sono la
compromissone della cgpacita riproduttiva, la presenza di difetti morfologici o funziondi dla
nascita, lo sviluppo dd cancro dcune dterazioni dd Sgema immunitario e dtri problemi
ancora.
Le ricerche finora condotte nel campo de distruttori endocrini hanno dato risultati che portano
adle seguenti cinque conclusioni principdi:

1) | livdli di egpodzione sufficienti a causxre profondi e ggnificaivi effetti a
livello fisologico in esperimenti di laboratorio non sono molto eevati.

2) | digruttori endocrini sono un  gruppo di  contaminanti  persgenti e
bioaccumulanti che g ritrovano dl'interno di numerose class di sodtanze
chimiche, da qudi fino a poco tempo fa 9 ignoravano gli effetti sul sgema
endocrino.

3) L’esposizione ddl’ uomo a queste sostanze e ubiquitaria.




Introduzione

4) Tutti i demi ormondi finora esaminati sono risultati sengbili dla disruzione
endocrina.

5) L’esposzione in utero a un numero crescente di sostanze chimiche ha avuto un
groso impatto sullo sviluppo producendo risultati  vishili  precocemente dla
nascita o tardivamente in eta adulta

Molti composti sospettati di essere digtruttori endocrini sono sostanze di ampio impiego ed
economicamente importanti che quindi richiedono delle adeguate soluzioni per un loro
utilizzo consgpevole.

1) Classficazione degli EDC.

L’enorme quantita di composti che potrebbero interferire con il sstema endocrino umano e
animde non ne fadlita la dasdficazione. In via generde e posshile raggruppare questi

compodti in cinque categorie principdi:

1) Farmaci o edrogeni dntetici (come ad esempio il 17-b edtradiolo o I’estrogeno
gntetico dietilstilbestrolo, DES).

Fitoestrogeni, tracui:

isoflavonoidi (genistein e daidzein della soia);
cumestani (coumestrolo);

lignani (secoisolariciresinolo e matairesnolo);
dilbeni (resveratrolo ddl’ uva).

2) Pedicidi, aloro voltadiginguibili in:
organofasforici;
carbammati;
ditiocarbammati;
piretroidi Sintetici;
organoclorurati;
fenossacetici;
erbicidi del gruppo ddl’ammonio quaternario;
topicidi derivati ddlacumaring;
atri.

3) Padtificanti (in paticolare, gli ftalati) e prodotti derivanti ddla combugione dd PVC
(maanche della carta e ddlle sostanze putrescibili) come le diossine.

4) Soganze di origine indudtriale come:
- fendli;
ritardanti di fiamma;
acido perfluorooctanico e suoi sdli;
diossne;
adcuni metali pesanti (piombo, cadmio e mercurio).
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Sono dati dimodrati  effetti estrogeno-amili (3a in vivo che in vitro) anche per dcune
sogtanze naturdi (incluse adcune micotossne), potenzidmente presenti in diverse componenti
delladieta

Un atro modo di classficare queste sostanze € quello che prende spunto dallaloro origine.
Digtinguiamo pertanto composti di origine:

1) Naturae (fitoestrogeni ed estrogeni).
2) Sintetica, ulteriormente suddivishili in:
edrogeni Sntetici, aloro voltadigtinti in:
o famaceutici (dietiltilbestrolo);
0 indudridi tracui: pesticidi, conservanti, solventi e plasticizzanti;
antiestrogeni sintetici, aloro volta suddivig in:
o famaceutici (tamoxifen);
0 indugridi (diossne).

Gli EDC hanno carattere lipofilo e questo permette loro di diffondere atraverso la membrana
cdlulare, di legare evertudmente i recettori per gli ormoni deroide e di accumulars a livelo
del tessuto adiposo. Il loro bioaccumulo ha sSicuramente una notevole importanza dd punto di
viga tosscologico, ma per quanto riguarda ad esempio gli dimenti € da citare il fatto che
dtraverso la sostanza grassa consumata indeme dla cane, d laite, ecc.,, vengono assunte
numerose di queste sostanze derivanti dall’ inquinamento ambientale.

2) Lavalutazionedd rischio.

La vautazione de rischio per la saute umana e I'ambiente derivanti dal’esposzione a EDC
deve tenere conto di due ordini di problemi. Il primo e la messa a punto di Sstemi
soerimentdi in vitro e in vivo ati da ad identificaee con sufficiente senghilita che a
cadterizzare con precisone gli  effetti  sull’equilibrio endocrino. | metodi di Sudio
atudmente utilizzati purtroppo non sONO0 sempre adeguati a vautare eventudi effetti sl
dstema endocrino, soprattutto nel caso di esposizioni che accadono in periodi di maggiore
suscettibilita, quai  paticolai momenti ddlo  sviluppo ddl’organismo, dlorché il dgtema
endocrino haun ruolo chiave nel regolare process essenzidi safisologici che morfologici.

Un dtro problema da affrontare € quelo di dabilire se nel’ambiente esistono liveli di EDC
tdi da esarcitare un'azione negaiva sulla sdute della popolazione generde, consderando la
presenza di Stuazioni di maggiore suscettibilita (la gravidanza, lo sviluppo intrauterino e il
periodo postnatale) e di gruppi particolarmente esposti (ad esempio per attivita lavordive o
abitudini dimentari).

L’'impatto sanitario e ambientdle pud essere considerevole se 9 tiene conto da un lato de
potenzidi effetti sugli esseri viventi, osservai perimentalmente anche per dod reativamente
basse e ddl’dtro de molteplic us agricoli e indudridi €o dela presenza ubiquitaria e
persgente ndl’ambiente ddle sostanze chimiche atudmente individuate come EDC, il cui
numero del resto é probabilmente destinato ad aumentare.

La vadita dd problema richiede la collaborazione tra esperti in vaie discipline qudi la
tosscologia clinica, la medicina di laboratorio, la tosscologia sperimentale, I'ecotosscologia,
la microandis chimica e I'epidemiologia nelle sue branche dinica, ambientdle e molecolare.
E necessaria inoltre una raziondizzazione degli Sforzi, d fine di comare qudle lacune ndle
attuali conoscenze che hanno un’'importanza critica cos da poter fornire un vaido supporto
scentifico utile per una regolamentazione de liveli massmi consantiti di esposzione dle
sodtanze condderate, per la definizione delle priorita e per prendere decisoni nd campo della
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sdute pubblica e ddla qudita del’ambiente. Occorre acquisire solide conoscenze scientifiche
riguardo:

a i livdli d inguinamento ambientde (da vautare attraverso adeguati programmi  di
monitoraggio);

b) I'entita dell’esposizione dela popolazione generde e de gruppi a rischio (ad esempio
aul luogo di lavoro) attraverso un adeguato programma di monitoraggio biologico;

c) la relazione tra la dose assorbita e la prevdenza o I'insorgenza di  condizioni
patologiche attraverso |’ effettuazione di adeguati studi epidemiologici;

d) l'incorgenza di  eventi/dterazioni  patologiche in moddli sperimentdi animdi  €o
celulari.

3) Aumento delle anomalie ddll’ apparato riproduttivo.

Negli ultimi decenni § € assdito, in dcuni paes, ad un aumento ddl’incidenza di tumori
tedicolai  (tumori  dele cdlule gemindi, seminomi) e ad un probabile aumento
ddl’incidenza di dcune anomdie dd trato genitde maschile, qudi il criptorchidismo e
I'ipogpadia (anomaie de tratto genito-urinario che s determinano durante lo sviluppo fetde).
Pardldamente, secondo dcuni autori, S sarebbe veificalo un declino ndla qudita dedlo
sperma e un decremento del numero medio di spermatozoi per elaculato.

E data avanzata I'ipotes che questi cambiamenti possano essere dtati causdti da un aumento
dd livdlo d EDC ad azione estrogeno-smile ndl’ambiente. Sembrano indltre esservi
vaiazioni notevoli fra le varie aree geografiche. L’ esperienza clinica dimodra che puo esservi
un'eziologia comune dla base di tutte le anomdie ossarvate il seminoma e il criptorchidismo,
cos come l'ipospadia, sono spesso associate a un quadro istologico di dterazioni della
permatogenes.

Le bas hiologiche pea la suscettibilita dd testicolo agli effetti negativi dovuti ad un
incremento degli estrogeni risedono invece negli effetti di questi ormoni sullo sviluppo e la
funzione ddle cdlule dd Setoli nd tedicolo fetde La proliferazione e la funzione dele
cdlule dd Setdli sono entrambi fenomeni controllati  ddl’ormone FSH  (follicolo-gimolante)
il quae regola probabilmente anche la secrezione del’ormone antimulleriano, responssbile,
ne maschi, ddla regressone de dotti mulleriani (primordio embrionde ddl gpparato genitale
femminile). Una diminuzione nella secrezione di FSH causata da un aumento degli estrogen
ne circolo maemno-fetde pud avere pertanto un effetto negativo sulla proliferazione ddle
cellule dd Sertoli e sulla secrezione ddl’ormone antimulleriano. Un'dterata secrezione di tale
ormone sembra portare a differenti tipi di condizioni intersessudi 0 d criptorchidismo, dato il
suo ruolo nella fase addominde della discesa tedticolare. Alcune evidenze suggerirebbero che
I'ormone antimulleriano controlli  anche la divisone ddle codlule germindi  primordidi:
un'insufficiente  produzione di tale ormone causerebbe I'abnorme proliferazione di cdlule
gemindi e questo potrebbe potenzidmente condurre adlo sviluppo, nela vita adulta, di
carcinomi in situ (seminomi).

La maltiplicazione ddle cdlule dd Sertoli awiene principdmente durante la via fetde fino
dle prime fas ddla vita neonatade, sotto il controllo dell’ormone FSH. Ogni cdlula dd Sertoli
pud nutrire un numero limitato di cdlule germindi regolandone lo sviluppo verso lo dadio
finde di spermaozoi maturi. Un numero ridotto di celule dd Sertoli € un fattore limitante per
la spermatogenes cos come un loro anomao funzionamento ha un impatto negativo sulle
cdlule dd Leydig, sulla produzione di androgeni e sul normae sviluppo dd fenctipo maschile
del feto.
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Gli eventi critici nello sviluppo tegticolare accadono in un periodo molto precoce delo
sviluppo fetde, quando I'incremento ne livelli di estrogeni circolanti nd sangue materno non
ha ancora avuto luogo. Un aumento nel liveli basdi di estrogeni in questa fase dello sviluppo
puo avere un effetto ddeerio sullo sviluppo degli organi riproduttivi. Gli estrogeni endogeni
ono legati, per mezzo di un legame ad dta dffinita, dla SHBG (“Sex Hormone Binding
Globulin®) mentre gli edrogeni dntetic non lo sono, per questo gli edtrogeni  Sintetici
potrebbero produrre effetti biologici rilevanti anche se presenti a basse concentrazioni.

Nel caso paticolae invece degli edrogeni ambientdi, va ossrvato come tra le diverse
moddita di esposzione, quela collegata dle abitudini dimentari ha, con molta probabilita,
una notevole rilevanza. 11 consumo di grass pro-capite € stato trovato essere @rrelato in modo
dgnificativo d tasso di mortdita per il cancro dela mammela ed e anche daa avanzaa
I'ipotes che la dieta da paes indudridizzati, quando paragonata a diete vegetariane 0 semi-
vegetariane, da dla base di una maggiore incidenza di dtri tumori, dtre qudlo ddla
mammella, cosddetti ormone-dipendenti. Molti contaminanti ambientai in  effetti, identificati
come potenzidi EDC, 9§ accumulano ne tessuti e quindi negli dimenti di origine animde
Secondo dcuni autori | effetto protettivo della dieta vegetariana € dovuto dla presenza, negli
dimenti di origine vegetde, di devate quantita di fitoestrogeni, soprattutto isoflavonoidi e
ligneni.

4) Strategie operative.

Al momento, quanto precedentemente esposto rimane un'ipotes scientifica, sostenuta da
autorevoli ricercatori da europel che datunitens, che deve essere sottoposta ad ulteriori
verifiche

Al fine di convalidare tdi ipotes sono necessari:

a) dudi epidemiologici retrospettivi, trasversdi e prospettici, che riguardino da dli
essri umani che dli animdi, volti dl’identificazione di vaiazioni nela prevdenza o
ndl’incidenza degli effetti negativi sulla sdute ricollegabili dl’ azione degli EDC,;

b) una vautazione de liveli di esposizione agli EDC da ndla popolazione generale che
in gruppi di esposti (ad esempio in ambiente lavorativo), anche attraverso adeguati
programmi di monitoraggio ambientdle e di vautazione ddla presenza di resdui
tossci ne prodotti per I dimentazione animae 0 umang;

c) lidentificazione e la convdidazione di indicatori biologici che consentano una
misura afidebile de liveli di esposzione o la rivdazione ddla presenza di effetti
ubdinid;

d) [I'esecuzione di sudi di laboratorio di cardtere tossicologico per la verifica di ipotes
basate sa su sudi epidemiologici che su risultati di osservazioni sul campo effettuate
su popolazioni di fauna salvtica;

e) la definizione di linee guida a vdenza internazionde mirae dl’individuazione e dla
misura de potenzide associato dle sostanze chimiche di nuova introduzione e, se
necessario, aquele gidin uso;

f) la cadterizzazione di metodologie e moddli di vautazione de rischio derivante
ddl’ esposizione contemporanea a diverse sostanze tossiche.

Le figure qui di seguito riportate illustrano le formule chimiche de principdi  compost
derivanti dalle attivita antropiche che saranno oggetto di questa trattazione,
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Figura 1: Strutturachimicadegli ormoni sessudi maschili (A) e femminili (B).
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1) Diossine.
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2) Acido Perfluorooctanico e suoi sali.

F-CF,-CF,-CF,-CF,-CF,-CF-CF-(C=0)-X

Acido X=0OM"; M=H
Sale ammonio X=0OM"; M=NH,
Sale sodico X=0M"; M=Na
Saledi potassio X=0OM"; M=K
Sale d'argento X=0M"; M=Ag
Acido fluoridrico X=F

Estere metilico X=0OM"; M=CH,

Estere etilico

X=0OM"; M=CH-CH,

Figura 2: Strutturachimicade principai EDC.




| PRINCIPALI DISTRUTTORI

3) Ritardanti di flamma.
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Figura 3: Strutturachimicade principai EDC.
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5) Pesticidi.
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Figura 4: Strutturachimicade principai EDC. | sodtituenti del pesticidi sono spiegati nel capitolo degli
effetti.
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| metodi di sudio

Come piu volte ricordato I'interesse e la preoccupazione per quanto riguarda il ruolo di acune
sodanze ad azione edrogeno-smile, nd contribuire dlo sviluppo di molti effetti avvers
nell’'uomo e ndl’ animale salvatico sa aumentando.

La preoccupazione nasce dd fato che migliaa di composi vengono riversati ogni giorno
nell’ambiente e un buon numero di ha un potenzide effetto di digurbo sul sIsema
endocrino; molti sono persgtenti, lipofili e dotati di elevata tendone di vapore (il che fadlita
laloro dispersione nell’ ambiente).

I normde funzionamento dd Ssema endocrino 9§ esplica dtraverso un'ampia fluttuazione
degli indic ormondi o di dtri indic biologici che rifleite I'andamento de ritmo circadiano,
delle gagioni (variazioni di luce e temperatura), I'eta e il sesso.

In campo animde la presenza di una certa quantita di un determinato ormone € un eemento
citico per lo sviluppo in paticolare da programmi neurocomportamentali, Sa nd campo
degli inveteorati che in qudlo degli anfibi, rettili, pesc, uccdli e mammiferi. La
preoccupazione nasce quindi da numero di sotanze chimiche contaminanti I'ambiente che
sono in grado di disturbare questi importanti equilibri ormondi. Queste sodtanze pPOSSONO
agire atraverso numeros meccanismi e dcuni agiscono 0lo in determinati  periodi  dello
sviluppo. Molta dtenzione € daa quindi data a quele sodanze che hanno una druttura
chimica smile a qudla degli edrogeni naturdi e che potrebbero quindi avere affinita per il
loro recettore. E anche possbile che queste sostanze possano agire con un Meccanismo
indipendente dal recettore per gli estrogeni.

L’identificazione ddl’dtivita estrogenica € basata principdmente su risultati ottenuti da saggi
in vitro di legame d recettore estrogenico, di trascrizione genica e di proliferazione cdlulare o
da sggi a breve termine in vivo come la vautazione della crescita dell’ utero. Purtroppo
nessun metodo oggi disponibile permette di modrare tutti gli  effetti edrogenici di un
composto; spesso inaltrei risultati di test divers non sono confrontabili traloro.

Le atudi metodologie per la vautazione dele conseguenze sulla vita sdvatica sono
generdmente volte ad identificare gli effetti piuttosto che i meccanismi d' azione degi EDC e
non riescono sempre a fornire una corretta vautazione ddlinterazione con il Sgema
endocrino.

In ogni caso divers sono gli approcci che possono essere utilizzati per vadutare I'ativita
estrogenica di un composto chimico; questi metodi sono suddivighili in due grandi categorie a
seconda che ess Sano basati sumoddlli in vitro o sumoddli in vivo.

1) Saggi in vitro.

Molti di questi saggi sono basati su meccanismi d'azione ben conosciuti e andizzano molti
piu obiettivi rigpetto a saggi in vivo, grazie anche a un uso sempre piu di frequente ddle
tecniche piul recenti della biologia molecolare.

SAGGIO DI PROLIFERAZIONE CELLULARE.

Questo test 9 basa aull’utilizzo di cdlule di una linea cdlulare di carcinoma ddla mammela,
le MCF-7, le quai sono dotate del recettore estrogenico e che rimangono quiescenti fino a che
non vengono stimolate (per esempio mediante somministrazione di 17-b -estradiol o).

L’ attivita estrogenica degli xenobiotici da testare € vautata mediante:

- determinazione dd tasso di crescita rediva, il quae misura il rgpporto tra la minima
concentrazione di edradiolo necessaria per la massma resa in temini di crecita
cdlulare e la minima concentrazione di xenobiotico necessario per ottenere lo stesso
effetto;
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- determinazione ddl’effetto proliferativo relativo, il qude indica se il compodo testato
induce una rispoda proliferativa quantitetivamente smile a quela ottenuta con
I estradiolo oppure unaresainferiore.

Questo test suggerisce, ma non permette di  dimostrare  inequivocabilmente  |'azione
estrogenicadi una sostanza.
Inseme d saggio di legame d recettore, questo rgppresenta il primo test che viene effettuato
SuU UNo Xenobiotico sospetto.

SAGGIO DI REGOLAZIONE DEL PROMOTORE ENDOGENO.

Questo test consste ndl’uilizzare de costrutti contenenti | promotori di geni che rispondono
dl’azione degli estrogeni e dei geni cosddetti “reporter” quai per esempio, la b-gdatosdas
o la luciferas. L’induzione del promotore senshile al’estrogeno ad opera de composto
oggetto dd test (in presenza ovviamente dd recettore per gli edtrogeni) viene rivelata come
meggiore livello di trascrizione dd gene “reporter” rispetto d controllo ed € quindi facilmente
quantificabile (per esempio fornendo il subgtrao d primo enzima e vadutando la
concentrazione dd prodotto formatod o0 misurando con un luminometro, la fluorescenza
cdlulare data dalaluciferas).

VALUTAZIONE DELLE VARIAZIONI NELL'ESPRESSIONE GENICA NEL
SISTEMA RIPRODUTTIVO FETALE MEDIANTE “MICROARRAYS’ A DNA.

L’'idea di fondo di questo test € che molti degli effetti che compaiono tardivamente durante la
vita adulta riflettano in redta variazioni nell’epressone di particolari geni durante lo sviluppo
fetde in seguito dl’ epogizione in utero a sostanze capaci di disturbare il Sstema endocrino.

In questo modo possono essere vautate le dterazioni a carico ddl’espressone genica in
seguito a trattamento con  sostanze  edtrogeniche,  androgeniche (0 antiestrogeniche e
antiandrogeniche) o tossche per la tiroide. La tecnica de microarays € daa illudrata in
figura.

VALUTAZIONE CITOFLUORIMETRICA DEL DIFFERENZIAMENTO DEI
TESTICOLI.

Il test permette, mediante I'uso ddla citofluorimetria a flusso, di dudiare le modificazioni che
avwengono a caico ddle cdlule che dl'interno de tedicolo, sanno differenziando a
soamatozoi. Di queste cdlule viene andizzata la ploidia (marcando il DNA con un
fluorocromo specifico come lo ioduro di propidio), il rapporto DNA/RNA (sempre mediante
'uso di marcatori specifici), I'attivita mitocondride (durante la spermatogenes S osserva un
progressvo aumento dd tasso respiratorio cdlulare), ossa tutti quel parametri (0 perlomeno |
principdi) che variano durante la spermatogenes).

Le cdlule isolate da tedicolo vengono innanzitutto marcete con un anticorpo anti-vimentina
(un filamento intermedio presente nele cdlule somatiche e non in quele germindi); il
software associsto a citofluorimetro permette cos di scartare tutte le cdlule postive per
questa marcatura che quindi non sono cdlule gemindi). Le diverse popolazioni
(corrispondenti a divers gradi di differenziamento) possono essere cos digtinte in base d
diverso contenuto di DNA (gli spermatozoi maturi sono aploidi) nonché d diverso livdlo di
ativita mitocondride (vadutato mediante specific  fluorocromi come il “nonyl acridine
orange’ lacui intenstadi fluorescenza aumenta con I’ aumentare ddl’ ativita mitocondriae).

Il tracciato fornito dallo strumento mostra chiaramente le diverse popolazioni ed € possbile
anche dimare il numero d cdlue per cdascuna regione (e quindi per cdascun livelo
differenziativo).
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In questo modo, da confronto con una popolazione di controllo, 9 rivdano facilmente
eventudi aterazioni nella spermatogenes.
Il funzionamento dd citofluorimetro a flusso e dato illugtrato nellafigura 6.

2) Saggi in vivo.

Quedi saggi vadutano una serie di parametri tra cui il peso di determinati organi, il “sex ratio’
(rgpporto meschiffemmine), la lunghezza dd fdlo, I'isopatologia dele gonedi, il
differenziamento celulare, il dosaggio di paticolari proteine e I'ativita di determinati enzimi
ne sangue. Nonostante questi saggi Sano ampiamente utilizzati, sono inadetti per uno
screening d'ampio raggio e il loro uso € quindi limitato a causa dei codti eevati, ddla scarsa
senghilita, ddla modesta risposta e infine, dell’intenso lavoro di laboratorio che richiedono le
diverse misure.

Molti saggi in vivo druttano rigposte ad devato grado di complessita come I'induzione de
peso uterino, che viene congderato il risultato principae ddl’ativita estrogenica, ma che puo
essre influenzata e modulata da meccanismi che non coinvolgono direttamente il recettore
degli estrogeni. Questo test potrebbe quindi rivedars non specifico per questo genere di
fenomeno.

In ogni casn i saggi in vivo sono essenzidi per esaminare I'attivitd estrogenica dei composti
sospettati di essere degli EDC.

Qui di seguito viene presentata una breve panoramica sui principdi test per lo sudio degli
effetti su divers organismi viventi dei ditruttori endocrini.

IL TEST UTEROTROFICO.

L’animae oggetto di studio (in genere un roditore, soprattutto topi e ratti) viene sacrificato e
I'utero (senza ovidotti) viene dtentamente dissezionato, privato della membrana gponeurctica
e dd graso e pesato in presenza e assenza del suo contenuto luminale. Questo test S propone
di determinare la capacita di una sostanza chimica di gimolare o inibire la risposta estrogenica
dell’ utero.

IL TEST DI HERSHBERGER.

Questo test permette di operare uno screening sulla base degli  effetti  androgenici,
evidenziando la capacita di un composto di stimolare o inibire la risposta androgenica nel
testicoli e negli organi sessudi secondari de roditori. Vengono utilizzati a tae scopo degli
animai cedrati ne quai quindi I"aumento o il mantenimento dd peso de tessuti come la
progteta, le vescicole semindi o il pene non pud pit essere regolato dagli ormoni endogeni ma
e conseguenza diretta del’esposizione a sodanze esogene ad azione androgenica O
antiandrogenica.

IL TEST DI SCREENING DELLA PUBERTA’ FEMMINILE (O MASCHILE).

Quedta indagine mira dla vautazione del’attivita estrogenica (o0 androgenica) e tiroidea nelle
femmine (0 na maschi) espodei a sodanze chimiche prima o durante la maturazione
sessude. In questo modo € possibile evidenziare le anomdie associate con o sviluppo degli
organi sessudi e del caratteri sessuali secondari.

IL TEST DI SCREENING DELLA RIPRODUZIONE NEI PESCI.

Questo metodo andizza le anomdie associae dla sopravwivenza, d  comportamento
riproduttivo, ai caratteri sessudi secondari e dla fecondita (numero di uova per deposizione,
fertilita e sviluppo ddlaprole) nel pesci teleodtel.
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IL TEST DI SCREENING DELLA METAMORFOSI DELLA RANA.
Questo screening punta ad identificare i potenzidi effetti sulla tiroide, basandos sul fato che
la metamorfod da girino a rana € sotto il controllo di questa ghiandola | parametri che
vengono andizzati sono sopraitutto legati ale anomaie associate con il riassorbimento della
codane girino. | risultati che s ottengono possono essere tradati poi al’ uomo.

IL TEST DI RIPRODUZIONE DEI GAMBERETTI.
Quedto test e dtato dtudiato per fornire informazioni riguardo la dose-rigposta agli EDC negli
invertebrati dal punto di vista delle dterazioni della capacita riproduttiva.

§ 8§ § § 8§

Oltre a tutti questi dudi ndl’animde rientrano in questa categoria anche tutti gli sudi
epidemiologici e retrospettivi effettuati nell’'uomo e volti a vautare le dterazioni nel soggett
espodti (0 nati da genitori espogti) quai ad esempio il grado di fertilitd, qudita e quantita de
seme, il “sx raio’, le eventudi anomdie degli organi sesudi 0 del caratteri  sessudi
secondari.

SCHEDA: “L’uso del dosaggio dela vitellogenina come biomarcatore per dli
estrogeni ambientali”.

L'atude scargta di efficienti saggi biologici per una determinazione certa degli effetti degli
EDC ndl’'uomo e condderata la causa primaria della carenza di politiche mirate d controllo di
guesto problema.

In questo contesto 9 inserisce il discorso legato dla vitellogening, la quale rappresenta un
potenzide marcatore biologico per la vadutazione de potenzide effetto estrogenico di
determinate sostanze chimiche.

La vitdlogenina e un fosfolipoglicoproteina serica ad elevato peso molecolare che rappresenta
il maggiore precursore delle proteine dd sacco vitelino nel vertebrati ovipari. Questa proteine
e dntetizzata e secreta dd fegato in rigposta agli estrogeni circolanti relle femmine in corso di
maturazione sessude e non € normamente misurabile nd plasma de maschi e ddle femmine
immeature.

La presenza di questa proteina estrogeno-inducibile nel plasma di un animae pud essere presa
come I'evidenza ddl’esposizione a edrogeni endogeni 0 ambientdi 0 ancora a sostanze che
mimano il comportamento degli estrogeni.

Le proprita immunologiche e srutturdi dela vitelogenina possono vaiare enormemente da
una specie dl’dtra anche tra qudle piu rawicinate e cio limita un’applicazione su vasta scda
di questo saggio.

Recentemente € stato chiarito il fatto che la vitdlogenina appartiene ad un’'antica famiglia di
proteine che includono una serie di lipoproteine tra cui tutta una serie di “vitelogening’
proprie di invertebrati e vertebrati; gppartengono a questa classe anche numerose proteine
seriche umane come |’ gpolipoproteina B-100 e il fattore di Von-Willebrand coinvolte la prima
nel tragporto del colesterolo, la seconda nella coagulazione del sangue.

Il fatto che la vitelogenina sa una proteina cos ben conservata nd corso del’evoluzione, fa
ben sperare che possa contenere epitopi comuni @ numerose specie esigenti  che
permettano quindi di sviluppare anticorpi da Sruttare per la messa a punto di un saggio
immunologico da utilizzare per uno screening d ampio raggio.
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3) | moddli QSAR (“ Quantitative Structure-Activity Relationship”).

Questo tipo di modelo (sviluppato al’ eaboratore) permette di predire, sulla base ddla
druttura chimica di una sodtanza, il suo grado di dtivita (vautato nd nostro caso come
affinita per il recettore per gli estrogeni, ad esempio).

Essono dive's metodi QSAR e una loro trattazione completa richiederebbe numerose
pagine. In questa sede verranno pertanto solo brevemente descritte & principdi carateristiche
di questo tipo di andig.

Scopo di questi studi € quelo di corrdlare le proprieta fisico-chimiche (eettroniche, seriche,
idrofobiche) di un compogto dl’attivita biologica in questione, vautata per esempio come
ECso, ICs0, K, €cc. Idedimente, i parametri scelti dovrebbero avere la minima variabilita

La reazione fra proprietd e dtivitd biologica viene egressa come una funzione, ossa
un'espressone  matematica derivata mediante tecniche datidiche come ad esempio la
regressone multipla lineare. | parametri che descrivono le proprieta fisico-chimiche vengono
usti come vaiabili indipendenti, queli che esgrimono ['ativitd biologica come varighili
dipendenti. In dcuni cas non € posshile ottenere una funzione e cio riflette la natura
multivariata e non lineare ddlle proprieta biologiche e chimico-fische.

| risultati permettono anche di capire le interazioni fra 1 divers gruppi funziondi dele
molecole amaggiore ativitaei loro “target”.

Questi moddli permettono di quantificare le relazioni tra druttura e dtivita e permettono
quindi di fare uno screening predittivo.

Ess possono perd dare origine anche a déle fase corrdazioni; inoltre, i dati raccolti non
forniscono sempre sufficienti informazioni riguardo tutti i possibili effetti di un composto.
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Analisi dell’'espressione
genica mediante microarrays
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Figura 5 L’andid ddl’espressone genica mediante microarrays permette di vautare
smultaneamente I'espressone di migliaa di geni in un campione biologico (in questo caso
esposto ad un sospetto EDC) mediante ibridazione del DNA estratto da campione con del
cDNA o degli oligonucleotidi stampeti ad €levata densita su di un agppropriato supporto e
dispodti ordinatamente su di ess0. Questa tecnica permette anche I'identificazione di nuovi
target poiché vauta

- I"amplificazione eil riarrangiamento genico;
- I'espressione elafunzione di proteine;
- I'espressone genica
| microarrays sono uno strumento versatile perché permettono:
- l'andid dd profilo di espressone;
- lavautazione ddle dterazioni dd DNA;
- il sequenziamento genico.

| risultati sono semi-quantitativi e permettono di vautare differenze di espressone tra
campioni divers.
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Struttura di un cimometro
a flusso
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Figura 6: Una sospensone di cdlule fissate in etanolo 70° o in formdina ndle qudi e dao
marcato con un gpposito fluorocromo una particolare macromolecola (DNA o proteine) viene
colpita da un raggio lasr a lunghezza d'onda predabilita (generdmente 488 nm); il
fluorocromo viene cos eccitato ed emette una fluorescenza che viene trasformata in impulso
eettrico da un fotomoltiplicatore (PMT) che € cos misurabile in Voalt. || computer, mediante
un apposto software, permette di visudizzare con un grafico, l'intendta ddla corrente
misurata in funzione ddle conte di cdlule caraterizzate da quella particolare intengta, oppure
in funzione ddI’intensita misurata di un dtro fluorocromo presente nella cdlula
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Alcuni concetti teorici

1) Cenni di endocrinologia.

La coordinazione dd metabolismo nel divers organi deé mammiferi avwiene mediante segndi
omondi o0 neurondi. A seguito di modificazioni ndl’organiamo, le dngole cdlule in un
tessuto rispondono secernendo un messaggero  chimico extracellulare. Le cellule endocrine
Secarnono  ormoni, mentre i neuroni SeCErNONO | neurotrasmettitori; in entrambi | cas il
messaggero  extracdlulare passa ad un'dtra cdlula dove S lega a un recettore specifico e
innesca una modificazione ddle attivita di questa seconda cdlula Nela trasmissone di
segndi neurondi, il messaggero chimico (il neurotrasmettitore, per esempio, acetilcoling) pud
godas solo per spazi brevissmi, frazioni di micrometro, atraverso la sngps fino a
raggiungere I'dtra cdlula, a contrario gli ormoni sono trasportati dal sangue a organi molto
disanti dalla loro sede di produzione: possono percorrere metri prima di incontrare la loro
cdlula bersglio. A pate quedta differenza, i segndi chimici trasmess dd dstema nervoso o
dd ggema endocrino utilizzano meccanismi gmili tra loro e dcuni de messaggeri  chimid
possono essere condivis da due sstemi. L’adrendina e la noradrending, per esempio,
funzionano da neurotrasmettitori in adcune snaps de cervello e dd muscolo liscio, dltre che
da ormoni ne contrallare il metabolismo energetico dd fegato e né muscolo. Anche se i
sstemi endocrino e neurde sono di solito trattati come entita separate, sa diventando sempre
piu evidente che nela regolazione dd metabolismo S comportano come un solo ssema
neuroendocrino.

La parola ormone deriva da verbo greco horman, che sgnifica “simolare, eccitare’. Vi sono
tre cdass chimicamente didinte di ormoni: peptidi, anmine e seroidi. Un quarto gruppo di
segndi extracdlulari, gli ecosanoidi, ha proprieta smili a qudle degli ormoni per quanto
riguarda I'azione biologica, ma agiscono solo a livelo locde. Gli ormoni peptidici, che hanno
da tre a oltre 200 resdui amminoacidici, comprendono tutti gli ormoni ddl’ipotdamo e
dell’ipofis e gli ormoni pancredtici insuling, glucagone e somatodatina Gli ormoni amminici
sono composti a basso peso molecolare, che derivano dal’amminoacido tirosna e
comprendono |'adrendina e la noradrendina prodotte dale ghiandole surrendi e gli ormoni
tiroide meno solubili in acqua Gli ormoni geroide sono solubili nel lipidi e comprendono gli
ormoni della corteccia dd surrene, ormoni derivati ddla vitamina D e gli androgeni e dli
edrogeni (gli ormoni sessudi maschili e femminili). Ess 9 spodano nd flusso sanguigno
legati a specifiche proteine trasportatrici. Gli eicosanoidi sono  derivati dall’acido  grasso
insaturo a 20 atomi di carbonio arachidonato.

Gli ormoni sono di solito presenti ne sangue a concentrazioni molto basse, dell’ordine di
misura da micromolare a picomolare, d contrario, per esempio, dd glucoso presente in
questo fluido corporeo a concentrazioni millimolari. Per questo motivo, € molto difficoltoso
isolare, identificare e vautare accuratamente gli ormoni.

Quando un ormone viene secreto, la sua concentrazione nd sangue aumenta, qualche volta
anche di divers ordini di grandezza Quando la secrezione s ferma, la concentrazione
dell’ormone ritorna rgpidamente a livdli normdi. Gli ormoni hanno nd sangue un’esstenza
piuttosto breve, spesso solo di pochi minuti. Quando il processo che mediano non € piu
necessario per I’ organismo, sono inattiveti da Sstemi enzimétici.

Alcuni ormoni producono intermedi fisologici o risposte biochimiche. Pochi secondi dopo la
secrezione ddl’adrendina nd flusso sanguigno, il fegato rigponde rilasciando glucoso nd
sangue. Al contrario gli ormoni tiroidel e gli estrogeni inducono una risposta massma nel loro
tessuti  bersaglio soltanto dopo ore o giorni. Quedte differenze ne tempi di risposta
corrigpondono a differenze nd meccanismo d'azione di queste molecole. In genere gli ormoni
che agiscono rapidamente determinano variazione ndl’ativita di uno o piu enzimi preesigtenti
ndla cdlula bersaglio, mediante meccanismi dlogericc 0 modificazioni covadenti degli enzimi
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dess. Gli ormoni che agiscono piu lentamente dterano di solito I'espressone di geni,
inducendo lasintes di piu copie di una proteina.

Tutti gli ormoni agiscono atraverso specifici recettori, presenti nelle loro cdlule bersaglio, a
cui gli omoni § legano con dta dfinita e spedficita Ogni tipo di cdlula ha una sua
combinazione di recettori per ormoni che definisce il suo campo di senshilita a queste
molecole. Due tipi di celule con lo stesso recettore possono avere bersagli intracdlulari
divers per I'azione dell’ ormone e quindi possono rispondere in modo diverso.

Gli ormoni peptidicc e amminici solubili in acqua non possono dtraversare la membrana
plasmatica e i loro recettori sono locdizzat sulla superficie esterna delle cdlule bersaglio. Gli
ormoni deroidel e tiroide solubili nel lipidi atraversano facilmente la membrana plasmaica
ddle loro cdlule bersaglio; i loro recettori sono Specifiche proteine locdizzate nel nucleo.
Dopo il legame ddl’ormone la proteina recettrice, presente nella membrana plasmatica della
cdlula, va incontro a una modificazione conformazionde andoga a qudla prodotta in un
enzima dlogterico dd legame di un effettore. In questa conformezione modificata, il recettore
produce o determina la produzione di una molecola di messaggero intracdlulare, chiamato
anche secondo messaggero. Il secondo messaggero tradferisce il segnale dal  recettore
ddl’'ormone a qudche enzima o ssema molecolare ddla cdlula, che genera la rigpoda |l
secondo messaggero pud agire anche regolando la reazione di uno specifico enzima o
modificando la velocita con cui un certo gene o gruppo di geni viene tradotto in proteina o
proteine. Neé caso degli ormoni seroidel e tiroide, € il complesso recettore-ormone che
trasferisce il messaggio, provocando I’ dterazione ddll’ espressone di specifici geni.

Andizziamo brevemente i principdi Ssemi endocrini de corpo umano e dcuni de loro
gnegismi funziondi. La parola endocrino sgnifica che le secrezioni di queste ghiandole sono
interne, cioe sono rilasciate nd sangue.

L’ipotdamo, una porzione specidizzata del cervelo, € il centro di coordinazione dd sSstema
endocrino: riceve ed integra messaggi provenienti da sistema nervoso centrale. In risposta a
questi messaggi, lipotdamo produce ormoni  regolatori  dedtinati  dl’'ipofis  anteriore
(adenoipofid), posta appena sotto I'ipotdamo. Alcuni di questi ormoni ipotdamici (fattori di
rilascio) simolano I'ipofis ateriore a secernere a sua volta un determinato  ormone; dtri
hanno invece effetti inibitori. Una volta dimolata, I'ipofis anteriore rilascia ormoni  ndl
sangue che i tragporta agli organi che cogtituiscono la tappa successva dd sstema endocrino,
cioe la corteccia surrende, la ghiandola tiroidea, I'ovaio, i testicoli e le cdlule endocrine dd
pancreas. Queste ghiandole sono a loro volta stimolate a secernere i loro ormoni specifici che
sono trasportati dal sangue ai recettori posti sulle o entro le cdllule dei tessuti bersaglio.

L’ipofis poderiore (neuroipofid) contiene terminazioni assoniche di molti neuroni che hanno
il corpo ndl’ipotaamo. In questi neuroni, § formano due piccoli ormoni peptidici, |’ osstocina
e la vasopressing, dala degradazione di precursori proteici piu grandi. Questi ormoni peptidici
9 spodao lungo gli assoni ipotdamic fino dle terminazioni nervose presenti ndl’ipofig
pogteriore, dove vengono conserveti in granuli di secrezione. L’osstocina agisce sul muscolo
liscio ddl'utero e dela ghiandola mammaria, determinando contrazioni uterine durante il
travaglio o la secrezione di late durante la lattazione. La vasopressna (detta anche ormone
antidifterico) aumenta il riassorbimento di acqua nd rene e induce una codrizione de ves
sanguigni, favorendo quindi un aumento della pressione sanguigna

La tappa finde in questo sigema € rappresentata dal meccanismo intracelulare innescato dd
recettore dell’ormone: la formazione di un secondo messaggero che trasporta il nessaggio dd
recettore ddl’ormone a una druttura cdlulare specifica 0 a un enzima come bersaglio finde,
oppure |'dterazione del’espressone di geni da parte dd complesso recettore-ormone che d
lega d DNA. Quindi, ogni sistema endocrino ricorda un circuito eettrico con una serie di relé,
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che tragporta messaggi dd sstema nervoso centrale, attraverso diverse tappe intermedie, a una
specifica molecola presente nelle cellule bersaglio.

L’ipotalamo e podo in cima a questa piramide gerarchica, composta da molti tessuti che
producono anch'ess ormoni. Riceve segndi neurdi pogtivi (di innesco) da diverse pati de
cavdlo e sgndi negativi (di spegnimento) dagli ormoni che circolano nd sangue. Quedti
segndi sono integrati  ndll’ipotalamo, che rigponde rilasciando I'opportuno ormone d  tessuto
successivo ddla cascata cioe I'ipofis. Gli ormoni secreti ddl’ipotalamo sono in genere peptidi
relativamente piccoli, prodotti in minime quantita.

Gli ormoni ipotdamic passano direttamente dl’'ipofis  dtraverso vas sanguigni pecidi e
neuroni che collegano queste due ghiandole. L’ipofis € compoda da due pati funziondmente
diginte: la porzione anteriore (adenoipofis) rigponde agli ormoni ipotdamici che arivano con
il sahgue, producendo s& ormoni tropici O tropine codituiti da polipeptidi  relativamente
lunghi che dtivano le ghiandole endocrine ddla tgppa successva dd ssema L’ ormone
adrenocorticotropo (ACTH) dimola la corteccia surrende; I'ormone che simola la tiroide
(TSH, detto anche tireotropind agisce sulla ghiandola tiroides; I'ormone che stimola il
folicolo (FSH, follicolosimolante) e I'ormone luteinizzante (LH) agiscono sulle  gonedi;
I’ormone ddla crescita (GH, detto anche somatotroping) stimola il fegato a produrre divers
fatori. L’ipofis poderiore (neuroipofis) produce invece I'osstocina (che dimola la
contrazione ddl’utero ad pato) o I'ormone antidiuretico (ADH, che gimola il riassorbimento
dell’ acqua nei tubuli del rene).

Citiamo piu in paticolare due class di ormoni che sono implicati nell’azione dei digtruttori
endocrini: gli ormoni tiroidel e Seroide.

Ormoni tiroidel.

Gli ormoni tiroide sono rilasciati quando I'ipotdamo secerne I'ormone che rilascia la
tireotropina, che a sua volta dimola I'ipofis a rilasciare la tireotroping, quest’ultima agisce
aulla ghiandola tiroidea provocando la secrezione di due ormoni carateridtici: |'L-tiroxina
(T4) e I'L-triiodotironina (T3). Piccole quantita di T3 e T4 dimolano il metabolismo che
produce energia, in particolare nd fegato e nd muscolo. Questi ormoni S legano a specifici
recettori proteici intracellulari; il complesso recettore-ormone attiva certi geni che codificano
enzimi legati d metabolismo che produce energia, aumentandone la sntes e di conseguenza
anche lavelocita dd metabolismo basde ddI’ animde.

Ormoni geroidel.

| principdi ormoni Steroidel sono gli ormoni  corticosurrendi, gli ormoni sessudi  (androgen
ed edrogeni) e gli ormoni derivati ddla vitamina D. Questi ormoni sono liposolubili e
possono atraversare facilmente la membrana plasmatica e penetrare nd citosol delle cdlule
bersaglio. In questa locdlizzazione § combinano con recettori proteici intracdlulari ed i
compless, gmili a compless recettore-ormone tiroideo, agiscono nd nucleo determinando
I'espressone di dcuni geni. La maggior pate de recettori degli ormoni seroidel sono
locdizzati ne nucleo; dtri possono spostars dd citosol d nucleo soltanto dopo aver legato
I'ormone. Gli ormoni corticosurrendi  sono  prodotti dale cdlule disposte nella porzione
edterna (corteccia) delle ghiandole surrendi. Quando un animade € sottoposto ad uno stress,
I'ipotdamo secerne I'ormone che rilascia la corticotroping, che simola I'ipofis anteriore a
rilasciare corticotropina nel sangue. La corticotropina a sua volta segnda dla corteccia dd
surrene di produrre 1 suoi  carateristici ormoni  corticosteroidel, compreso il cortisolo, |l
corticosterone e I’addosterone. Nella corteccia surrende sono prodotti piu di cinquanta ormoni
corticogteroidi di due divers tipi: i glucocorticoidi ed i minerdcorticoidi. | glucocorticoidi
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agiscono  preferenzidmente sul metabolismo de carboidrati, mentre 1 minerdcorticoidi
regolano la concentrazione di dettroliti nel sangue.

Gli androgeni (testosterone) e gli edrogeni (per esempio I'edradiolo) sono  sSintetizzati
rispettivamente nel  tedticoli e nedl’'ovao. EsS  controllano 1o sviluppo sessude,
comportamento sessude e una vaieta di dtre funzioni legate dla riproduzione e non. Gli
ormoni Seroidel prodotti dala vitamina D da parte di enzimi presenti nd fegato e nel reni
regolano I'assunzione e il metabolismo dd cacio e dd fodfao, compreso la formazione e la
mobilizzazione dd fosfato di cacio ndl’ osso.

SCHEDA: “I recettori per gli ormoni steroidel”

Schematicamente il meccanismo d'azione degli ormoni steroidel pud essere riassunto come
segues I'ormone, trasportato a tessuto bersaglio dala proteina serica che 1o lega, diffonde
dtraverso la membrana plasmatica e 9 lega d suo recettore proteico nd nucleo ddla cdlula
bersaglio. Il legame del’ormone modifica la conformazione del recettore, consentendogli di
formare nel nucleo dimeri con atri compless recettore-ormone dello stesso tipo.

| dimeri 9 legano a specifiche region regolatrici, gli dementi di rigposta ormonde (HRE,
“Hormone- Respongve Elements’), ne DNA adiacente a specifici geni.

Il legame fadilita in quache modo la trascrizione del geni adiacenti da parte ddl’RNA
polimerad, aumentando la velocita di formazone ddl’RNA messaggero e dela sintes ddla
proteina codificata dd gene regolato ddl’ormone. La variazione de liveli di questa proteina
determinalarigposaddlacdlulaal’ ormone.

2) Cenni di metabolismo degli xenobiotici.

Tutte le sostanze estranee ad un organismo e che entrano in contatto con vengono

raggruppate sotto ladefinizione di “xenobiotico” (dal greco “xenos’, ossa“estranen”).

Qudi sono i fatori che influenzano il metabolismo di queste sodanze? Che ruolo gioca il
metabolismo epatico ndl’dtivazione o indtivazione ddle sodanze tossche? E ndla loro
tosscita? Vediamo di rispondere in modo soddisfacente a queste e ad dtre domande inerenti.
Innanzitutto occorre sottolineare che numerose sostanze Sa tossiche che farmacologiche sono
lipofile e quindi insolubili ne liquidi biologid. Questo dggnifica prima di tutto che =
I’'escrezione rende € I'unica via di inativazione, I'effetto di tdi molecole durera piu a lungo.
In secondo luogo questo ha fatto s che il fegato abbia sviluppato dei meccaniami di
trasformazione metabolica degli xenobictici, tdi da incrementarne la solubilita in acqua e
quindi faclitarne I diminazione.

Il metabolismo epatico delle sodanze edranee dl’organismo (0 “biotrasformazione’) puo
essere comodamente suddiviso in due fas:

- fase I addizione o smascheramento di gruppi funziondi polari (ossdezione €o
riduzione), idralig;

- fase II: coniugazione con piccole molecole, spesso Sfruttando come Sto d attacco |
gruppi addizionati durante lafasel.

Metabolismo di fase .

Gli enzimi chiave di questo dadio sono locdizzati nd reticolo endoplasmatico liscio (un
organdlo subcdlulare  responsabile  principdmente  ddla sntes de  lipidi e dela
detossficazione, NdA): sono le citocromo P450 monoossgenes, una famiglia cui
gopatengono piu di 4.000 isoforme in tutti i regni animdi (18 famiglie solo nel’uomo),
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denominate secondo I'esempio seguentes CYP2B10 (CYP=citocromo P450 monoossigenas;
B=sottofamiglia genica; 10=numero dd membro della sottofamiglia). Le reszioni catdizzate
da questi enzimi sono principamente idrosslazione aometica o difdica, dedchilazione
ossidativa, N- e S- ossdazione e deaminazione.

Il pi comune induttore ded CYP1A sono le molecole aromaiche planari come gli IPA e i
PCB, mentre CYP2B e CY P3A sono indotti da molecole globulari (PCB orto-sodtituiti).

Tra gli enzimi coinvalti in queda fase ritroviamo la flavinrmonoossgenad, che cadizza le
reezioni d N- e S- ossdazione, le deidrogenas come I'dcol e I'ddeide deidrogenas, nonché
delleidrolas come |’ eposs-idrolas ela carbossil-esteras.

Metabolismo di fase .

La fase Il dd metabolismo epatico comprende invece le reazioni di coniugazione di particolari
molecole (vedi oltre) con i gruppi funzionali addizioreti 0 smascherati durante lafasel.

Una volta che la sostanza da detossficare € dtata coniugata diviene generdmente piu polare e
meno tossica

Gli enzimi che cadizzano queste reazioni gppatengono dla classe ddle tranderas.
Andizziamole nd dettaglio:

- UDP-glucuronogli-transferas, una proteina di membrana del  reticolo endoplasmico
che catdizza I'attacco dell’acido glucuronico agli atomi di ossgeno, azoto o zolfo de
composto da detossificare;

- N-acdiltrandferad, che alivello degli stess aomi addiziona gruppi acetilidi;

- afotrandferad, che comprendono due famiglie di enzimi citosolici in grado di legare
un gruppo solfato (SO,) dlamolecoladadiminare;

- dutatione-S-transferas, che catdizza I'attacco de glutatione (un tripeptide composto
dagli aminoacidi glicing, acido glutammico e cigeinad) dlo xenobictico in questione.
Gli addotti col glutatione non vengono escreti direttamente, ma subiscono in genere un
ulteriore metabolismo con successvo distacco de resdui di acido glutammico e
glicina e acetilazione del gruppo amminico ddlacigeng;

- mdiltransferad, che trasferiscono gruppi metilici (CHs).

Tra i1 fatori che possono influenzare il metabolismo ritroviamo la contemporanea esposizione
ad dtre soganze (come gli idrocarburi policiclic aromatici) che sono in grado di indurre Sa
gi enzimi di fase | che qudli di fase Il, la variabilita genetica (materia di sudio della moderna
farmacogenetica) la quae comporta che la suscettibilita ad una sostanza tossica (come pure a
un famaco) Sa variabile da un soggetto dl’dtro a causa di particolari polimorfismi (piccole
diversta interindividudi ndla sequenza di un gene) ne geni che codificano per gli enzimi
coinvolti ndla detossficazione. Un fatore molto importante € rappresentato  dal’eta
(influenza I'espressione genica) nonché il sesso (anche se scarsamente rilevante nella specie
umana).
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Us ed effetti dei divers EDC

La tosdcita di un estrogeno esogeno pud coinvolgere una serie di fattori e pud esplicars
atraverso una serie di meccanigmi didtinti, ma corrdati fra loro. 1l primo e piu owio motivo
di tosscita consse ndla posshilita che queste sodanze possano legare il recettore
estrogenico producendo una risposta ormonade. Un secondo tipo di tossicita € legato dle loro
proprieta chimiche piuttosto che a quelle ormondl.

Un terzo e piu sottile motivo € la posshbilita che un composto possa produrre una shilanciata
risposta estrogenica alivello di un tessuto particolare.

Gli EDC s0no tra le sostanze che sono sospettate di avere questo tipo di effetto poiché
pOSsONO:

- indurre nd feto paticolari effetti che non s manifetano fino a che I’organismo non
raggiunge I eta riproduttiva;

- dimolare paticolai cambiamenti a livello biochimico €0 fisologico che intaccano la
capacita riproduttiva di un organismo, senza ridurre il grado di soprawivenza e la
crescita;

- influenzare negativamente i process endocrini  caratterigtici di dcune Specie, ma
assenti in atre specie surrogate usate nel test di tossicita

Molti degli effetti degli EDC che sono dati riporteti nella vita sdvatica sono asociati con la
presenza di un contaminante tossco nel’organismo della madre, dovuta dl’esposizione prima
ddla produzione ddl’uovo negli uccdli e naé pesci 0 durante la gestazione e I'dlattamento ne
mammiferi.

Come gia discusso in precedenza, va inoltre ricordato che il problema della contaminazione
anbientde e qudlo dimentare sono drettamente  ricollegabili tra loro, poiché quadad
sodtanza dispersa nel’ambiente non pud esmers ddl’entrare nella catena dimentare. Nel
ca0 paticolare degli EDC ci troviamo di fronte, come gia ricordato, a sostanze lipofile, che
quindi tendono ad accumulars nd tessuto adiposo dell’'uomo e degli animdi. A questo punto
quindi, qualsias di questa sostanza pud essere ritrovata nella carne, nd pesce e nd latte (in
quest'ultimo caso 9 ha anche il problema dela trasmissone di queste sostanze da madre a
figlio durante I'adlattamento): quello dimentare e pertanto solo uno de tanti punti di visa dd
qudeil problema puo essere considerato.

In letteraiura sono presenti centinaia di sudi sugli effetti degli EDC ndl’'uomo e negli animdi.
In questa sede ¢ 9 limitera a trattare I'argomento dd punto di vista delle sole sostanze
prodotte dall’ uomo.

1) Farmaci comedistruttori endocrini.

Oltre dle soganze chimiche dntetiche risultanti ddle attivita indugtridi, I’'uomo ha trovato un
dtro modo per agppesatire I'influenza dell’ambiente sul dstema ormonde molti  compost
fameceuticc sono dati  infaiti  dntetizzati per funzionare come edrogeni (3§ pend  a
contraccettivi orai). Un esempio per tutti € il dietilgtilbestrolo (DES), un estrogeno sintetico
usato per piu di 40 anni non solo per incrementare la crescita dei bovini da carne, ma anche
(negli anni '50 e '60) nel’uomo grazie al’ampio spetiro d'azione e a bass codi. Grazie d
fato che il DES e ativo anche quando somministrato per via orde, venne ampiamente
utilizzeto per la prevenzione degli aborti spontanel, come estrogeno per la tergpia sodtitutiva
in menopausa, per sopprimere la lattazione, come contraccettivo post-coitde e addirittura
negli uomini per prevenireil cancro della prostata.

Tutto cio continud fino a che non c 9 rese conto che i figli delle donne trattate con questo
farmaco soffrivano di disfunzioni agli organi riproduittivi.
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Oqggi € orma assodato il concetto che il DES predispone ad una serie di tumori ginecologici
che vanno dd carcinoma ddlla vagina a quello del’ endometrio e non e quindi piu usato.

2) | fenali.

Gli dchilfenoli (AF) sono composi fenolici con catene dchiliche di varia lunghezza |l
nonilfenolo e utilizzato come intermedio nella produzione di resine fenoliche ed epossidiche,
dabilizzanti plagid e trinonilfenilfodfito. E  inoitre  utilizzato ndla  produzione  degli
dchilfendli polietossilati  (APE), in paticolare nonilfendli poligtossilati  (NPE); quedti  ultimi
sono  tengodtivi  norrionici  largamente  utilizzati nel detergenti  ddle indudrie  tessile e
conciaria, in attivita domedtiche, nele vernic, come disperdenti nella formulazione di
pedicidi ad uso agricolo e domestico e come emulsonanti in divers prodotti per I'igiene e
'uso personde. Il nonilfenolo (NF) € di gran lunga il compodo piu importante
commercidmente tragli dchilfenali.

La presenza di AF (soprettutto NF, in parte minore octilfenolo, OF) nei corpi idrici € dovuta ai
process degradativi degli APE che s verificano in ess o negli impianti di depurazione,

Gli AF, essendo caratterizzati da buone proprieta antiossdanti, vengono impiegati anche ndla
produzione dele plagtiche tragparenti utilizzate ndl’indudtria dimentare, d fine di ritardarne
I'ingidlimento o I'opacizzazione, petanto, le bevande e gli dimenti che ne vengono a
contatto possono risultare contaminéti.

NF e NPE sono dati riscontrati in acque superficidi, dolci e marine, sotterranee, nel sedimenti
ein acque degli affluenti ed effluenti degli scarichi fognari.

[l nonilfenclo, essendo lipofilo e persgente, tende ad accumulars negli organismi acqutici
come crostace, molluschi e pesci. Le concentrazioni di NF in pesci e molluschi possono
essere anche superiori a 0,5 mg/Kg di peso fresco; in particolare, in uno studio itdiano € Sata
riscontrata la presenza diffusa di NF in molluschi filtratori (bivalvi) e predatori (cefalopodi)
prelevati nd 1997 lungo tutta la costa del Mare Adriatico. Le concentrazioni di OF riportate
sono sempre risultate notevolmente inferiori, probabilmente in ragione dela minore emissione
di octifenoloetossilati.

Gli effetti estrogenici degli AF sono noti dal 1938 e sono dati confermati da svariati studi.
Ess vano quindi consderat a tutti gli effetti come EDC neé mammiferi, in quanto inducono
dterazioni endocrine ndl’organismo integro. Gli  effetti  endocrini sono  congderati il
parametro principale su cui basare la vautazione de rischio tosscologico degli AF. Sulla base
dele informazioni disponibili, le proprieta tosscologiche intrinseche degli AF  mostrano
caratteristiche pecifiche nonché dcuni punti critici suscettibili di ulteriori chiarimenti.

Gli AF interagiscono direttamente con i recettori estrogenici in vitro € non possono essere
exlus anche effetti sullasintes ed il tragporto ormondi.

Diverd dati recenti indicano che gli AF potrebbero dterare I'equilibrio endocrino anche
atraverso vie diverse ddla diretta interazione recettoride nel tessuti riproduttivi. Tuttavia, non
e ancora chiaao s quedti dati Sano edrapolabili dl’essere umano e quae da I'efettiva
rilevanza per la vautazione dd rischio, in paticolare riguardo dle dterazioni ddl’asse
ipotalamico-ipofisario.

Il BiSenolo A.

Il bisfenolo A (BPA) é causa di gpprensione perché viene ampiamente prodotto ed ha un uso
piuttosto diffuso. Il BPA viene utilizzaio nella produzione di plastiche policarbonate, resine
epossidiche e come stabilizzante per il PVC.

Gli dudi in vitro e i saggi in vivo hanno modtrato che il BPA pud avere effetto estrogenico
mediante |’ attivazione di acuni geni controllati da promotori sensibili agli estrogen.
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Ne roditori gli effetti osservabili sono amili a queli prodotti dd 17b-edradiolo: crescita e
differenziamento  del  tessito  mammario, aumento dela permesbilita vascolare a  livelo
uterino, diminuzione dei liveli plasmatici di colesterolo e aumento de liveli di prolattina.

Nonostante | numerod dati sugli animdi, non edgono tuttavia ancora dele evidenze
convincenti di possibili effetti sull’ uomo.

Una posshile esposzione del’'uomo in ogni caso deriva ddla cessone da prodotti come
biberon, resne delle latine e dtri prodotti plastici.

Il livello di cessone di BPA dd rivestimento epossdico di un recipiente per dimenti &€ sao
recentemente testato da Munguia-Lopez e coll. (2002) prima usando come smulante una
soluzione di acido acetico d 3% lasciata a 25°C per 0, 40, 70 e 160 giorni e successivamente i
due terzi dei contenitori sono stati processati a calore e conservati a 25 e 35°C per 0, 40, 70 e
160 giorni e i risultati hanno indicato che vi € un minimo effetto dd cdore, mentre 5 €
ossarvato un effetto di cessone dopo 40 giorni a 25°C con un aumento nel contenitori
conservati a 35°C ed un picco a 35°C dopo 160 giorni. Il livelo di cessone osservato €
comunque inferiore a quello stabilito dallalegidazione europea (3 mg/Kg).

Il cdore aumenta la cessone di BPA anche ned caso ddl’acqua didillata usata come
smulante, mentre nessun effetto € osservabile con la conservazione a temperatura ambiente. |
livelli di cessone anchein questo caso sono d di sotto dei limiti stabiliti dallalegidazione,

3) Pesticidi.

| pedticidi occupano una posizione molto paticolare fra le numerose sogdtanze chimiche cui
'uomo é esposto, poiché vengono deliberatamente spars nell’ambiente con I'intento di
eiminare dcune forme di vita |l pedicida idede dovrebbe essere estremamente tossico per la
goecie che 9 desdera diminare e innocuo per I'uomo e per gli dtri organismi, purtroppo
pochissmi pedticidi attudmente in commercio sono cos seettivi. Questo fato fa 9 che
divengano un rischio per la sdute umana e per I'ambiente soprattutto in quel paes laddove i
contralli ele attivita.di sorveglianza non sono molto sviluppati.

A differenza di dtre sostanze chimiche, I'esposizione a pedticidi interessa un vasto numero di
persone, non soltanto un gruppo di lavoratori espodti, poiché s possono trovare sa ndl’acqua
che nd cabo. Indtre va sottolinesto che i lavoratori impiegeti nelle industrie produttrici di
questi composti sono esposti soltanto ad un solo composto (0 ad un numero nolto limitato),
mentre i lavoratori impiegati in agricoltura sono esposti ad un numero molto maggiore di
sostanze.

Tramite il monitoraggio biologico (misura dei metaboliti del pedicidi né soggetti eposti 0
vadutazione di dcuni effetti paticolai) € possbile dimare I'esposizione e la via di
assorbimento (respiratoria, dermica o orde) e di vautare I'esposzione globale come somma
ddle diverse fonti di contaminazione. Quando |'assorbimento awviene tramite vie diverse é
possibileinadltre, con il biomonitoraggio, distinguere la via predominante.

| dati sul rele anmontare di pegticidi oggi prodotti sono scars anche a causa della difficolta
ad ottenerli ddle indudtrie produttrici che sono redtie a rivelare le cifre reative. L'uso de
pedicidi € comunque amentato drammaticamente negli ultimi decenni, Sa nel  Paes
occidentdi che in qudli in via di sviluppo. Nd 1985 la produzione dimata di pedicidi
formulati era di 3 milioni di tonndlate. Ndla sola Unione Europea agli inizi degli anni '90 la
produzione eradi circa 350.000 tonndllate.

In generde gli erbicidi codituiscono il 45 % de mercato, gli insdtticidi il 30%, i fungicidi il
19% egli dtri pedticidi il 5%.
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I numero di pedticidi conosciuti € quindi molto devato ed e posshile dassficare queste
sodanze in diverse cdass a seconda, ad esempio, dd tipo di molecola Anaizziamoli
brevemente.

1) Pedicidi organofosforici.

Rappresentano la principde classe di pedicidi. Vengono usati soprattutto come insetticidi,
meno frequentemente come erbicidi. Agiscono tramite |’ inibizione della colinesteras.

| principai composti che fanno parte di questa classe sono:

- acdfao, insticida sntetico che agisce dla concentrazione di 50-100 g/hl su un vasto
numero di insetti e &fidi. Usato su piante ormamentai, cotone, fagioli e latuga, oltre
che per il controllo de parassti umani e de mammiferi in generde E  dassficao
dal’OMSin classe 11 (“Leggermente pericoloso’);

- azinphos metile, insetticida perdstente non-sistemico, étivo anche come acaricida
Classficato in clase Ib (“ Altamente pericoloso”);

- chlorpyrifos, insdtticida non-gdemico ativo su un vasdo numero di  parassiti.
Classficato in clase 11 (“Moderatamente pericol0so”);

- diazinon, inseticida non-sstemico, usato su piante da fruto, ceredli, patate, tabacco,
viti. Clase I1;

- disulfoton, insetticida sstemico e acaricida usato in granuli su suolo e piante. Clase la
(“Estremamente pericoloso”);

- fenitrothion, insetticida da contatto, efficace contro un gran numero di parassti. Classe
I;

- (¢lifosao, erbicida non sdettivo che non ha potere inibitorio nel  confronti ddla
colinesteras. Classficato ddl’OMS come “Improbabile fonte di pericolo con uso
normae’;

- methamidophos, oltre ad essere uno de metaboliti dell’acefato, € un insetticida
ggemico e un acaricida E usao sulle piante ornamentdi, sulle patate, sui frutti,
piante da cotone, mais, tabacco e alcuni ceredli. Classe Ib;

- mdahion, instticida nonssemico e acaricida Usato per il controllo degli artropodi,
degli ectoparassti animdi, del pidocchi e degli insetti domedtici. Clase I

- mevinphos, insetticida sstemico e acaricida. Classe 1a (* EStremamente pericol0so”);

- monocrotophos, insetticida ssemico o ativo d contatto su una vada gamma di
parassiti. Classe Ib;

- parahion, insetticida non-Sistemico o attivo a contatto e acaricida. Classe |&;

- parathion metile, insetticida attivo a contatto o per ingestione. Clase 13;

- phorate, instticida Sa sSstemico che da contatto e acaricida. Classe la.

- terbufos, attivo su artropodi e nematodi. Classe la.

2) Cabammati.

La dase dd cabammati comprende insdtticidi, nematodicidi, fungicidi ed erbicidi. Queste
sodanze sono degli esteri N-sodtituiti dell’acido carbammico, in cui I'aomo di azoto e
sodituito da un gruppo metilico. La natura chimica dd gruppo R1 (vedi figura 4) cambia a
seoonda ddla dasse metile negli insetticidi, aromatico negli  erbicidi, benzoimidazolo nel
fungicidi. Il gruppo R2 pud essere Sa un sogtituente aromatico che difatico.

La tossicita dei carbammati € dovuta a fatto che sono degli inibitori della colinesterasi, anche
se dtri effetti ganno dlabase dellaloro ativita come erbicidi e fungicidi.

Di seguito sono dencati i principai composti che appartengono a questa classe:
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- benomyl, fungicida ad azione ddemica ativo anche sulle uova degli  acari.
Classificato come “Improbabile fonte di pericolo con uso normale’;

- carbaryl, insdtticida tossico d contatto e attivo sullo omaco, usato soprattutto contro
gli instti. Clase 1.

- pirimicarb, aficidasdettivo. Clase Il

- propoxur, insetticida norrSstemico usato soprattutto contro | parassiti domedtici e
degli animadi domegtici. Clase 1.

3) Ditiocarbammaii.

Sono utilizzati prevdentemente in agricoltura come fungicidi € in misura minore, come
insdticidi ed erbicidi. La loro formula generde € espressa in figura X e in genede, s
suddividono  in quatro  caegorie  thiurams  (thiram,  methiram,  disulfiram),
dimetilditiocarbammati  (ferbam, ziram) e dchilditiocabammati inssturi  (EBDTCs) e
propilene-his-ditiocarbammati. Nessun metodo per il loro biomonitoraggio € atuamente
accettato.

Seguono i tre composti pit comuni fragli gppartenenti a questa classe:

- mancozeb, fungicida usato per il trattamento ded fogliame e da semi, d fine di
controllare un vaso range di patogeni in divers settori (ceredi, frutta, piante
ornamentdi e verdure);

- maneb, fungicida utilizzato nd trattamento delle micos del ceredi;

- zZineb, fungicida usato per proteggere il fogliame ei frutti di un gran numero di ceredli.

Quedsti tre composti vengono classficati come “Improbabile fonte di pericolo con uso
normale’.

4) Piretroidi Sntetici.

| piretroidi Sintetici rgppresentano un vasto gruppo di insetticidi usati in agricoltura per la loro
bassa tosscita sa sulluomo che sui mammiferi in generde nonché per la loro scasa
persgenza ndl’ambiente. Sono degli edteri che contengono acidi particolari  (crisantemico,
crisantemico ao-sodtituito, ecc) e dcoli (dletrone, 3-fenossbenzil dcol). A seconda de
gntomi che produce I avvdenamento S distinguono in piretroidi:

- di tipo 1 che non contengono il gruppo C=N;
- di tipo 2 che contengono un gruppo C=N legato d carbonioin a;

| gntomi dd primo gruppo comprendono tremori, ipereccitazione, aassa, convulsoni e (nd
cas piu severi) padid, mentre i secondi causano ipersdivazione, ipersenghilita agli gimali
esterni, coreo-aetos e pardis. Entrambi agiscono mantenendo aperti i candi del sodio
causando la depolarizzazione dei neuroni.

Alcuni esempi:

- cypermethrin, una miscela racemica di 8 isomeri (4 cis e 4 trans il cui rgpporto varia da
50:50 a 40:60). Sono insticidi attivi contro un vasto range di parassti usat in
agricoltura, sdute pubblicae sugli animali. Clase I1;

- ddtamethrin, un insetticida utilizzeto contro un vasto numero di parassti delle piante.
Clasll.

- fenvdedae, un insdticida dtamente attivo a contetto contro un gran numero di
parassiti. Classe 1;
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- pemethrin, un insetticida ativo d contatto contro un gran numero di parassti: insti
ed ectoparassiti. Classe 1.

5) Pedicidi organoclorurati.

Qudla dei pedicidi organoclorurati € una classe molto vasta di composti che furono usati
negli anni "50 e '60; negli anni seguenti il loro utilizzo divenne sempre piu rarefetto a causa
dellaloro persstenza e ddlla capacita di accumulars.

A seconda della struttura chimica € possibile digtinguere tre classe di composti:

- isomeri dell’esacloruro di benzene, comeil lindano;
- ciclodieni, come ddrin, diedrin, endrin, clordano, heptachlor e endosulfam,;
- DDT esuoi andoghi comeil methoxichlor, il dicofol eil clorobenzilato.

A causa ddla loro persgenza molti di sono divenuti  contaminanti  ubiquitari e sono
entrati nella catena dimentare; la loro presenza € identificabile nel tessuti animdi  (Lomo
compreso). Compodti vietati ormal da molti anni sono ancora ritrovabili ne tessuti e na fluidi
umani.

Dopo I'assorbimento questi composti s didribuiscono  rgpidamente nel vari  digtretti
dell’ organismo, soprattutto laddove vi sa un buon contenuto di tessuto adiposo, mantenendo
uno scamhbio attivo frail sangue ei tesuti.

Gli dudi sui volontari e sui lavoratori esposti hanno permesso di cacolare I'emivita di queste
sodtanze: 267 giorni per il diddrin, 34 anni per il DDT nd tessuto adiposo, 24 h per I'endrin e
10-20 giorni per il lindano eil clordano.

Poche sono le informazioni che 9 ottengono ddla letteratura riguardo gli effetti di malti
pesticidi organoclorurati usati in agricoltura e per le politiche di salute pubblica Vediamo nd
dettaglio dcune informazioni riguardo i compodti pitl noti:

- ddrin e diddrin, insetticidi ad ampio Spettro attivi anche contro le termiti. Sono Stati
usati ndl’indudtria, in agricoltura e per scopi di salute pubblica. Classe 1b;

- dordano, un insetticida nonsstemico persstente con azione fumigante. 1l prodotto
commercide eun miscuglio fraa - e g-clordano, heptachlor e nonachlor. Classe

- clorobenzilato, un acaricida non-dstemico con una modedta attivita insetticida Clase
1;

- DDT, efficace insdticida nongstemico, persstente e che § accumula nd graso
animae. Inattivo contro gli acari. Clase Il;

- 1,3-dicloropropene, gas usato come fumigante per i suoli e come nematodicida. Non e
dato classficato dal’ OMS,

- endrin, insetticida usato soprattutto per il cotone. E' stato anch’esso progressvamente
sodituito da dtri composti meno tossci e meno persdenti. Attuamente il U0 uso in
agricoltura e molto limitato. Classe Ib;

- heptachlor, un insetticida persgente, nonSstemico con azione leggermente
fumigante. Viene utilizzaio per il trattamento dd suolo, ddle samenti o direttamente
aul fogliame. Clase l1;

- lindano, un insetticida d'ampio spettro, usato fin dai primi anni '50 per il trattamento
delle sementi, dei suoli, degli dberi, degli animdi e anche per le manovre di sdute
pubblica. Clase 1.
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6) Erbicidi fenossacetici.

| fenossacetati vengono ampiamente utilizzati come erbicidi in agricoltura, ndle foreste e
anche s in misura ridotta, ne giardinaggio. || composto piu comunemente utilizzati sono
I’acido 2,4-diclorofenossiacetico, I'acido 245-triclorofenossiacetico e I'acido 4-cloro, 2-
metilfenossiacetico (MCPA). 1l secondo composto € stato ormal vietato in molti Paes perché
in molte formulazioni commercidi furono riscontrate  contaminezioni da  diossna
Attuamenteil livelo di diossnadi questi prodotto & notevol mente ridotto.

Vediamo brevemente dcuni esempi:

- acido 24-diclorofenossacetico e i suoi sdi ed ederi, vengono usai per il controllo
delle erbe infestanti nel ceredli. Clase |1,

-  MCPA, ebicida sstemico assorbito prontamente dale foglie e ddle radici. Usato per
il controllo delle erbacce annudi e perenni nel ceredli e per i tappeti erbos. Clase 1

- acdo 245-triclorofenossacetico, un  ebicida Ssemico usato da solo 0 in
combinazione con il 2,4-D per controllare arbusti ed aberi. Classe 1.

7) Erbicidi ddl gruppo ddl’ ammonio quaternario.

Sono molto usati i sdi di diquat (essccante ed erbicida rgpidamente assorbito ddle piante che
muoiono con |'esposizione dla luce, clase Il) e paraguat (agisce d contatto, rapidamente
degradato ndl suolo, clase ).

8) Topicidi derivati dela coumarina.

| compogti derivati ddla coumarina vengono usati in medicina come anticoagulanti  perché
sono antagonidi  della vitamina K. Sfruttando questo meccanismo vengono quindi  utilizzati
per la derattizzazione. Distinguiamo composti di prima generazione (come il warfain) e di
seconda generazione  (brodifacoum), gli ultimi  caratterizzaeti da un’emivita biologica molto
elevata

9) Altri compodti.

Essono dcuni dtri pedicidi che non possono essere raggruppati in questo  tipo  di
classficazione basata sulla druttura chimica Tra queste ritroviamo ['arazing, il dinitro-o-
cresolo eil pentaclorofenclo.

Pesticidi e cancro.

Moalti pedticidi hanno evidenzisto un certo grado di cancerogenicita negli sudi in vivo
aull’animae (creosote e sulfdlate ad esempio) oppure promotori del  processo  di
cancerogenes (DDT, clordano, lindano). Nel caso specifico di ddrin ed esacloruro di
benzene, S € ossarvato un aumento ne roditori degli adenomi del fegato.

Desta anche quache preoccupazione il faito che in dcune formulazioni Sano presenti de
contaminanti cancerogeni (come la 2,3,7,8-TCDD). | dati di letteratura che vautano la
pericologta ddl’esposzione a pedicidi sono  purtroppo  limitati. Gli studi  epidemiologici
(anche se a volte in modo contraddittorio) hanno modrato che adcuni erbicidi aumentano la
probabilita di sviluppare il sarcoma del tessuti molli, un linfoma di tipo “non-Hodgkin®, una
leucemia o, ache s in misura molto minore, dcuni dtri tumori (polmone e mammdla ad
esempio). Ulteriori sudi  epidemiologici sono quindi  necessari  per  gpprofondire  questo
argomento.

Va infine ricordato che molte formulazioni commercidi comprendono dele sodanze
vecolati definite dad produttore come “ingredienti inerti”, che possono in dcuni cad,
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presentare un certo grado di tosscita 1l cloroformio ad esempio, e tossico per il fegato e per |l
gstema nervoso centrale,

Ancora qualcosa sui composti pit noti.
Vediamo piu nd dettaglio quache esempio di composti fra i piu noti che interagiscono col
gstema ormonae methoxychlo, DDT e atrazina

[ Methoxychlor.

Il Methoxychlor € un idrocarburo clorurato usato correntemente negli Stati Uniti  come
pesticida di rimpiazzo dd DDT che ha mosgtrato deboli proprieta estrogeniche.

Questo composto pud essere metabolizzato nel fegato in due compogti demetilati, il 2,2-bis-
(p-idrossfenil)-1,1,1-tricloroetano (HPTE) e il  2,2-bis-(p-idrossfenil)-1,1,1-dicloroetano
(HPDE) oltre a due composti metilati. E stato dimostrato che ognuno di questi metaboliti pud
legare i recettori androgenici e estrogenici. |l metabolita estrogenico piu attivo e I'HPTE, il
quae simola I'espressone de recettore estrogenico e pud far diminuire la concentrazione di
testosterone nonché determinare una riduzione di peso a livdlo seminde e dela prostaa
guando somministrato a roditori neondti.

E oao anche dimodrao come il methoxychlor possa avere degli effetti sul Sstema
riprodutivo femminile con conseguente ridotta efficenza di impianto  dell’embrione,
aumentato tasso di abortivita e formazione di gonadi di ridotta dimensone con associao un
elevato tasso di gpoptos a livelo ddle cdlule germindi. L’esposizione a questo pedicida a
livdlo tardo-embrionde o ndla fase postnatale precoce pud causare anomdie a livdlo ded
sstema riproduttivo nonché un aterato comportamento nei maschi.

Il methoxychlor € un didruttore endocrino che a livello biologico produce metaboliti ad
azione edrogenica e anti-androgenica i quai possono dare una diversa risposta a seconda dei
recettori che legano.

|| DDT.

Il pesticida DDT (diclorodifeniltricloroetano) ha una storia lunga e travagliata. Nonodante sa
dato bandito da molti paes occidentdi, viene ancora utilizzeto da paes dd Terzo Mondo
come utile arma contro la mdaria (uccidendo le zanzare dimina anche quelle portatrici dd
temuto Plasmodium).

Questo insetticida a basso costo e a largo spettro, il diclorodifeniltricloroetano, venne
gntetizzato nel 1939 eil suo uso g diffuse rgpidamente.

Negli ani '60 ¢ 9 rese perd conto che il suo uso indiscriminato aveva portato ala scomparsa
di dcune specie di uccdli canterini e rapaci e ben presto § sospettd anche di un eventuae
effetto cancerogenico, tuttora perd non verificato.

Ancora oggi gli organsmi della maggior parte delle persone porta ancora traccia di questo
composto che s accumulaalivelo dd tessuto adiposo grazie dla suaidrofobicita

Il suo prodotto di degradazione piu comune € il diclorodifenildicloroetilene (DDE) il qude e
anch’'esso parsigente ndl’ambiente, 9§ accumula ndlla catena dimentare e ndl tessuto adiposo
ed é gato ritrovato Sand late (umano e bovino) che nelle polveri degli ambienti casdinghi.

Le prime informazioni riguardo la tosscita dd DDT furono molto rasscuranti poiché S
notarono s0lo rischi di tosscita acuta molto limitati. L'ingestione dd DDT, anche quando
ripetuta, da volontari o da persone che hanno tentato il suicidio, provoca un basso tasso di
letdita, ma una forte esposizione acuta pud portare d vomito, con espulsione ddla sostanza. |
primi sintomi sono iperestesia della bocca, seguita da parestesia della lingua, vertigini, tremori
e vomito. Pochi effetti tossici corrdati con I'indazione di questo composto sono deti riportati.
Molte morti attribuite d DDT sono date dovute in redta dla sua presenza in combinazione
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con dtri composti 0 solventi. Le dermatiti riscontrate nel lavoratori esposti d DDT erano
anch’ esse probabilmente dovute d solvente.

Qudlo che in redta preoccupa di piu € |'esposzione cronica d DDT. Grande rilievo e dao
dato al’asociazione tra I'esposizione a questa sodtanza e il cancro. Gli studi di mutagenicita
effettuati non hanno perd portato ad dcun risultato chiaro. Nonostante agisca a dos
elevate come epatocarcinogeno in dcuni ceppi di topo, non ci sono dati convincenti per
quanto riguarda I'uomo. Non esigte infatti una forte corrdazione tra I’'esposizione e il rischio
di sviluppare il cancro, eccetto forse per quel lavoratori che sono dtati esposti a DDT indeme
ad dtre sogtanze chimiche per i qudi vi €il rischio di sviluppare un tumore d pancrees.

A causa dela sua enorme dabilita ne tempo e ddla preoccupazione riguardo i suoi non
ancora chiari effetti di tosdcita cronica, la maggior parte dei paes sviluppeti vietd I'uso di
questo composto entro I'inizio degli anni ' 70 anche se i paes che ancora ne fanno uso sono
dmeno due dozzine. Tra i mativi che ne rendono difficile |'eradicazione vi e owviamente il
basso costo e I'devata efficacia come insetticida Oggi i maggiori produttori di  questo
composto (introvabile in Europa o negli Stati Uniti) sono laCinael’India

Tra le dternative proposte vi sono i piretroidi e i carbammati (i secondi particolarmente
costos).

L'OMS e dtre organizzazioni internazionadi sono inoltre dd parere che per la lotta dla
maaria sono necessarie anche dtre draegie qudi I'uso di predatori naturdi (pesci e
pipigreli), I'diminazione ddle aree di crescita dele zanzare e la ricerca di betteri e dtri
patogeni che possano attaccare il parassita ospite ddlla zanzara.

L’ atrazina

Le dorotriazine rappresentano oggi gli erbicidi piu pesantemente  utilizzati. Fra di il
composto piu comunemente utilizzato e I'atrazing, dla quae circa il 60% dedla popolazione
degli USA e oggi espodta L'arazing, utilizzata per il controllo del’erbacce contaminanti,
desta preoccupazioni perché quando viene assunta con la dieta, aumenta il rischio di
sviluppare il carcinoma ddla mammela Questa sostanza € inoltre in grado di distruggere il
controllo ipotdamico dela funzione pituitario-ovarica, riducendo anche i liveli circolanti di
prolattina e ormone LH.

L'esposzione in utero dl’arazina dtera lo sviluppo ddla ghiandola mammaria durante lo
sviluppo, come dimodrato ne ratti, oltre ad aumentare la senghilitd a cancerogeni dopo il
completamento dello sviluppo sessude.

| meccanismi dla base ddla tosscita ddl’arazina Sano ancora in buona parte da chiarire,
come pure la possibilita che s possano avere anche nella specie umana

4) Proprieta degli ftalati come distruttori endocrini.

| composti clororganici sono tra le sodtanze piu persigenti nell’ambiente mai prodotte. Ess
possono consarvars senza degradars ed accumulars negli - organismi - viventi.  Numerose
evidenze fanno inoltre sogpettare che questi composti possano appartenere dla classe de
didruttori endocrini.

Un ottimo esempio e rappresentato da PVC, un prodotto di consumo di vita breve ritrovabile
negli oggetti usati ogni giorno come imbdlaggl  dimentari, gocattoli, tubi, cavi, ecc.
Greenpeace crede fermamente che il PVC sail tipo di plastica piu pericolosa a causa del suo
elevato contenuto di sostanze clorurate e dell’éevato contenuto di additivi che ne ostacolano
lariciclabilita poiché durante i process di riciclaggio esso puo dare origine adiossne.

L'uso di additivi € necessario durante i process di pladtificazione e la formulazione de PVC
ne contiene pressoché di tutti i tipi, da Iubrificanti, a plagicizzanti, dabilizzanti dl’UV,
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ritardanti di fiamma, anti-Satic, Sabilizzatori d cdore, dabilizzatori dla luce, vernid,
inchiogtri e adesivi.

Gli additivi permettono anche di evitare il naturde rilascio di HCl dd PVC in seguito a
depolimerizzazione dovuta a irradiazione.

Un gran numero di edteri di ftaati usati nella produzione dd PVC d qude conferiscono
flessibilita e lavorabilitd, hanno mostrato una debole dtivita estrogenica in vitro, suggerendo
come ess Possano rappresentare una minaccia per la saute riproduttiva umana

Gli ftdai sono presnti ndl’acqua in quantita variabili fra i nanogrammi e i milligrammi per
litro. La vaidilita osservata € dovuta dle diversa senshilita delle diverse metodologie
utilizzate per I'andis e d punto in cui il campione viene preevato (affluente, effluente, fiume
di raccolta).

Molti degli ftaati sudiai mostrano di poter ridurre I'afinita di legame dd 17-b-edradiolo a
uo recettore. Tra quedti ritroviamo il BBP (“Butyl-Benzyl-Phtdate’), il DBP (“Di-n-Butyl-
Phtdae’), il DEHP (“Bis(2-Ethylhexyl)Phtdate’), il DEHA (“Bis-(2-Ethylhexyl)Adipate’), il
benzofenone, I n-butilbenzene, il 4-nitrotoluene, il BHA (“Butylated Hydroxyanisole’) e il
2,4-diclorofenolo.

I BBP, il DBP e il BHA sono molto potenti anche ndl’induzione ddla proliferazione in
cellule dotate di recettore edtrogenico e sono in grado di etivane in vitro [ativita
trascrizionde,

Purtroppo non esistono ancora dati né riguardo gli effetti estrogenici acuti in vivo né riguardo
qudli cronid. Il BHA viene aggiunto a molti dimenti come antiosSdante e quindi la sua
principae via d'accesso dl’organismo umano é quella per ingestione. Ha una bassa tosscita
orde e di viene ingerita ogni giorno una quantita media pari a 0,13 mg/kg di peso
corporeo. || BHA pud accumulars in piccola parte a livelo biologico. Questo composto non é
I'unico ftalato a poter essere assunto con la dieta, anche molti atri che vengono ceduti dagli
imbalaggi possono essere introdotti nell’organismo per via orde. Ad esempio i liveli di DBP
nel cibo possono variare da 50 a 500 ng/kg (secondo gime effettuate negli USA). Gli ftaati
(data la loro lipofilicitd) s ritrovano sopratutto  in dimenti grass come creme, burro o
formagg.

Una vautazione approfondita dei dati esdenti sulla tosscita degli ftdati € data effettuata
recentemente dal National Toxicology Progran’'s Center for the Evauation of Risks to
Human Reproduction (CERHR), con lo scopo di uniformare le vautazioni sui potenzidi
effetti di queste sostanze sulla salute umana

Dei compodti studiati, commentiamo brevemente i seguenti cinque:

- butil-benzil-ftalato (BBP);

- di-(2-€il)-ftdao (DEHP);
- di-isodecil-ftaato (DIDP);
- di-isononil-ftalato (DINP);
- di-n-butil-ftalato (DBP).

BBP

Il BBP e utilizzato ndla manifattura dele mattondle di vinile e dd PVC da utilizzare ndla
produzione di nadiri trasportatori per dimenti, prodotti di vinile e in misura minore, guanti di
vinile e adesvi.

La dima piu affidabile ddl’esposzione nela popolazione generde € di 2 nykg di peso
corpore0 d giormno negli adulti, con livedli di esposzione fino a 2-3 volte superiori ne
bambini. L’esposizione occupazionde pud arivare invece fino a 286 ngkg per giorno
lavorativo.
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Gli sudi ndl’animade hanno evidenziato che il BBP € tossico per lo sviluppo di topi e ratti,
anche s i dati sono insufficienti per vautare il rischio potenziae, anche per quanto riguarda
gl effetti ddl’esposizione perinatde sulla cgpacita riproduttiva. Vi e quindi la necessta di uno
dudio multigenerazionde che vaduti gli effetti sulla cgpacita riproduttiva, sulla fetilita e
sull’ gpparato genitale nell’animae.

Nell'uomo i dati sui lavoratori esposti andrebbero meglio organizzeti, anche se la principae
via di esgposizione sembra essere la digta. Per questo motivo urge una raccolta accurata di dati
piu afidabili circai livdli di esposizione.

DEHP

La tosscita di questo composto deriva principdmente ddla conversione nd suo metabolita
ativo che da tosscita tedticolare, il MEHP (mono-(2-€il-esl)-ftalato) da parte ddle lipas
intestinali, presenti in misura nettamente superiore nel roditori rispetto a primati. Per questo
motivo s pensa che gli effetti sul’'uomo Sano probabilmente minimi. Non €& ancora noto
inoltre s2il MEHP satossico ndla stessa misura per le cdlule dd Sertoli umane e murine,

Risulta quindi di primaia importanza dabilire i livdli di esposzione ndl’'uomo oltre a
vautare le conseguenze nel lungo periodo su soggetti esposti pesantemente d DEHP. Una piu
accurata comprensione delle diverse sengbilita fra una specie e | dtra & inoltre auspicabile.

DIDP

Questo compogto viene usato in molti prodotti di consumo. | liveli di esposizione sembrano
essre inferiori a quelli dd DEHP e probabilmente non eccedono i 3-30 ngkg d giorno.
L’ esposizione occupazionae avviene per viaindatoria e dermica

| dati disoonibili ndl’animde sono sufficienti per dabilire che I'esposizione orde maerna d
DIDP puo causare problemi sullo sviluppo del feto durante la vita adulta

DINP

Anche questo pladificante viene utilizzato in molti prodotti di consumo. | liveli di
esposizione ddl’ adulto non sembrano essere superiori a 3-30 ng/kg d giorno.

Ne ratti il DINP ha mostrato di essere in grado di provocare effetti negativi sulla capacita
riproduttiva. 1l fatto che questo ftdato Sa presente ne giocatoli impone la necessita di
gpprofondire i rischi derivanti da fatto che questi possano essere mess in bocca dai bambini.

DBP

Il livello di esposzione di questo ftaato (presente anche nel solventi per \ernici) € di circa 2
10 ng/kg d giorno.

Ne rati provoca maformazione del’gpparato riproduttore quando somministrato per via
orde, perché agisce sulla biosntes de testosterone. Nel primati sono necessari devati liveli
plasmatici per ottenere gli sess effetti.

In generde risulta ancora piuttosto difficle utilizzare |1 dati  atudmente  digponibili
all’animde per vdutare | potenzidi rischi per I'uomo. Di primaria importanza sarebbero

degli sudi volti a vautae gli effeti ddl’espodzione perinatde agli ftdati, nonché vautare
con maggiore accuratezzaii liveli di esposzione nell’ uomo.

5) | ritardanti di fiamma (“ Brominated Flame Retardants, BFR”).

| progress ndla stienza da polimeri degli ultimi 50 anni hanno portato dl’introduzione di
numeros nuovi compogti con diverse proprieta e goplicazioni. Il risultato € che ognuno di noi
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e circondato da una vasta gamma di polimeri presenti nel vedtiti, ne materidi eettronici, nel
vecoli e in molti ati prodotti di consumo. Le automobili moderne contengono addirittura 100
kg di polimeri di vario genere.

Molti di questi composti derivano dd petrolio e sono dunque infiammabili. Al fine di
aumentarne la dcurezza numeros ritardanti di fiamma sono oggl usatl nella produzione di
molti prodotti, d fine di incrementarne la resgenza dla combugtione. La domanda di BFR
quindi in continuo aumento: oggi ne esdgono piu di 175. Gli dogeni (ma sopratutto |
composti bromurati) sono molto efficaci ndl’evitare la propagazione dela fiamma e vengono
impiegati anche nel process che richiedono e evate temperature.

| ritardanti di fiamma sono Sfruttati per proteggere gli utenti da fuochi accidentdi riducendo il
potere infiammabile di un prodotto plastico o fatto di un polimero sntetico.

Il composto bromurato trig(2,3-dibromopropil)fosfato (Tris) € ad esempio un ritardante di
flamma usato ne pigiami per bambini fino d 1977 quando fu vietao perché € un potente
cancerogeno e mutageno.

HBCDD é un BFR cidico-aomatico che viene prodotto commercidmente da una miscda di
derecisomeri. Alfa, beta e gamma-HBCDD g ritrovano in molti prodotti commercidi a
percentudi che variano da 6 al’8% fino al’80%. HBCDD e dao prodotto per venti anni in
tutto il mondo e veniva addizionato a bassssmi livdli (0,67% - 25%) dle schiume di
poligirene che viene usato come maeride isolante ndl’indugtria. Il PBDE e il ritardante di
fiamma piu importante in termini di concentrazione nell’ambiente e per la sua persgenza Sa
ne compartimenti abiotici che ndll’ uomo e negli animdi.

BTBPE € un BFR utilizzato ndla produzione de materidi plegtici che richiedono eevate
temperature di produzione. S pensa che la rottura di questa molecola possa portare dla
produzione ddl 2,4,6-tribromofenolo, un agente achilante.

Classficazione

| BFR s suddividono in tre grosse categorie secondo il modo in cui vengono incorporati nel
polimero: monomeri bromurati, reettivi ed additivi.

| reettivi (come il tetrabromobisfenolo A, TBBPA) s legano chimicamente ale plastiche
mentre | composti  additivi  (eteri  bifenili  polibromurati, PBDE; esabromociclododecano,
HBCDD) sono invece semplicemente miscelati ndl prodotto.

Molti bromofluorometani sono invece Sati utilizzati come estintori di fiamma

| polibromodifenili (PBB) infine, sono oggi proibiti. Nel 1973 in Michigan per un errore,
Queste sodtanze finirono nd mangime di numeros bovini causando una contaminazione
diffusa. | soggetti che furono esposti a questa contaminazione presentano a tutt’'oggi del liveli
sgnificativi di questadiossinand loro sangue poiché I’ emivitadel PBB edi circa 29 anni.

Fonti di BFR.

La fonte piu owvia di BFR sono le indugtrie che producono plagtiche cui vengono addiziondti
questi compodti, oltre ad dtre fonti posshili come ospeddi, inceneritori, impianti di
riciclaggio ddla plagtiche derivate da apparecchi eettrici. Molti gpparecchi  eettrici come
computer e televisori, contengono divers ritardanti di fiamma a loro interno e possono quindi
divenire unafonte preoccupante di contaminazione ambientale.

Comportamento nell’ ambiente.

La maggior parte dei BFR sono composti ad eevato grado di bromurazione. Queste sostanze
sono generdmente poco voldili, hanno bassa olubilita e § accumulano negli  organiami
viverti e 9 diffondono quindi poco ndl’ambiente. D’atro canto i composti a piu ridotto grado
di bromurazione sono invece cardterizzati da un piu devato grado di voldilita, da una
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maggiore olubilita, pur mantenendo la cagpacita di accumulars  negli  organiami - viventi.
Quedi ultimi hanno quindi un comportamento molto smile a quello osservaio per |
contaminanti clorurati come diossine e PCB.

La pressone di vapore inoltre, € un parametro fisco-chimico molto importante per vautare il
comportamento di un composto nell’atmosferas essa corredla inversamente con il numero di
atomi di bromo presenti in un composto. S ipotizza quindi che i composti a maggior livelo di
bromurazione sano per lo piu presenti sotto forma di particolato piuttosto che in fase di
vapore.

S discute ancora se i deca-BDE possano trasformars nell’ambiente (ad esempio per azione
fotolitica) in composti a minor livdlo di bromurazione, poiché sono 1 compodt
maggiormente  utilizzati mentre il BDE-47 e il BDE-99 sono queli che § riscontrano piu
frequentemente.

| livdli d PBDE ne lavoratori espodi risultano ovviamente superiori a qudli riscontrati nella
popolazione generde (divers anche di un ordine di grandezza).

Vied exposzione

Il comportamento nell’ambiente dei BFR varia secondo le caratteristiche chimiche ed € quindi
piuttosto eterogeneo.

Una ddle principai vie di egposizione e Scuramente la dieta (Soprattutto pesce grasso): il
consumo di pesce e dato ad esempio correlato con il quantitativo di PBDE nd latte materno.
Anche il rilascio di PBDE dagli oggetti di consumo € una fonte di esposizione. | luoghi di
lavoro che contengono molto materide e ettronico sono atamente contaminati.

E dao simaio che la media giondiera di esposizione d PBDE ndl’uomo & di 123
ng/persona (32,9 attraverso la sola via respiratoria).

| livelli ambientai (oltre che nd latte materno) di PBDE sono in aumento dagli ani ‘70 e ¢ 9
domanda per quanto tempo potranno ancora crescere in futuro. In Europa questo trend varia
daregione aregione.

La presenza di queste sostanze negli ambienti chius codituisce un rischio per I'egposzione,
mentre |'esposizione per via dermica sembra invece la meno verosmile. La concentrazione di
BDE-47 (il composto dominante nel soggetti non espodti per lavoro) € aumentato nella
popolazione europea dai primi anni ’ 70 fino dlameta degli anni 0.

Effetti.

Recentemente € sempre piu evidente I'effetto del’impatto ambientde di queste sostanze,
soprattutto dopo che s erivelatala presenzadi BPDE e TBBPA nd latte materno.

La preoccupazione deriva inoltre dalla scoperta che queste sostanze sono tossiche e hanno
effetti amili a qudli dele diossne oltre a digurbare il corretto funzionamento degli ormoni.
Uno de fenomeni che desta particolare preoccupazione € la termodegradazione a prodotti
quali dibenzo-p-diossne e dibenzofurani, giudicati dal’OMS come dtrettanto tossici e
perdgtenti delle diossine tradiziondi.

Ne tessuti umani i composti riscontrati piu frequentemente sono il BDE-47 (piu frequente), il
BDE-99, il BDE-100, il BDE-153, il BDE-154 eil BDE-183.

| BFR sono in grado di disturbare il meccanismo degli ormoni tiroidel.

I BDE in paticolae, condivide le potenzidita di molti composti organoadogenati che
provocano ndl topo una riduzione della concentrazione di ormone tiroideo (T4) nel sero.

[l meccanismo d' azione coinvolge tre liveli di interazione:

a) funzione e regolazione della ghiandolatiroides;
b) metabolismo ddl’ ormone tiroideo;
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C) meccaniami di trasporto.

Limitate sono invece le evidenze di un'azione diretta sulla ghiandola tiroidea, anche se i topi
esposti cronicamente d Deca- BDE hanno sviluppato iperplasia e tumori ddlatiroide.

Nell’ uomo I’ esposizione occupazionale provoca ipotiroidismo primario.

A livelo metabolico gli organodogenati potrebbero agire sulla sulforilazione, deiodinazione e
olucuronidazione degli ormoni tiroide.

Il TBBPA ha modrato di inibire ad esempio la sulforilazione dell’ormone tiroideo dle sesse
concentrazioni dei composti  organoclorurati. Molti studi hanno anche dimostrato la capacita
dei BFR (tracui il DE-71, il DE-79 eil BDE-47) di indurre laglucuronidas epatica.

Ancheil tragporto ddl’ ormone tiroideo pud essere influenzato dai BFR.

[l metabolita idrossilato del BDE-47 (ritrovato ne plasma umano) lega la proteina trandiretina
(TTR) responsabile dd trasporto dell’ormone T4 ddla madre d feto e atraverso la bariera
emato-encefaica

Il legame dei metaboliti organodogendi dla proteina TTR potrebbe cos fadilitarne il
tragporto nel feto dove possono cosi interagire con lo sviluppo cerebrale, portando anche a
successve  dterazioni  comportamentdi.  Alcuni BFR  possono infine legare e ativare |
recettori per gli estrogeni, anche se gli sudi sono ancora limitati.

Esposizione occupazionde.

Particolarmente esposti a queste sostanze sono | lavoraori impiegati nel settore dei computer e
dele gomme. Anche i lavoratori coinvolti ndlo smdtimento de  computer  sono
particolarmente arischio.

Gli impiati dove vengono ricidai i componenti dettronici sono infati ricchi di BDE-183,
BDE-209 € in misura minore, di BDE-47, BDE-153 e BDE-154. Anche i composti TBBPA,
TBBPE e BB-209 sono dati Spesso ritrovati in misura consderevole, anche nd dero de
lavoratori espodti.

Un'importante via di esposizione € rgppresentata dal’indazione ddle polveri che S originano
da materidi dettronici e che vengono mobilitate dal’ intervento dell’ uomo.

Metabolismo.

Negli organismi espogti il metabolismo € un importante fettore che determina il bioaccumulo,
il destino, la farmacocinetica la tosscita di un contaminante. L’eposzione a questi determina
un'induzione ddl’ativita della citocromo P450 monossgenas di fase | dltre agli enzimi di
fase Il comei glucuronositrandferad, sulfotransferas e glutatione-S-trandferas.

| metaboliti dellafase | sono idrosslati e coniugati in fase 1.

S possono formare anche dei metaboliti dealogenati per I’ azione degli enzimi dedl ogenanti.

Le atudi conoscenze sul metabolismo de BFR sono limitate a poche dass di composti:
PBDE, PBB, TBBPA, HBCDD e BTBPE.

Vediamo nd dettaglio dcune class principdi di ritardanti di fiamma.

1) PBDE.
Questo gruppo comprende, fra i composti maggiormente utilizzati, i cogddetti penta-, octa- e
decabromodifenil eteri. Quest'ultimo in particolare, rappresenta I'80% della produziore di
PBDE. La maggior pate degli dudi effettuati per dabilire i loro effetti tossa ha utilizzato
delle miscde, anche se esstono studi che hanno preso in considerazione un composti singolo,
senza problemi di interferenza da possbili contaminanti. Un dtro problema consste nella
possibilita che s formino dtri composti derivati nel corso del process di combustione.
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In generale, questi composti provocano effetti tossc sugli animdi da esperimento. || Deca
PBDE sembra essere il composto con la pitl bassa dose tossica.

L’effetto pit critico dd penta-PBDE € quello provocato sullo sviluppo neurocomportamentale
e anche s in misura minore, sul funzionamento degli ormoni tiroide ndla prole L’octa
PBDE & teratogeno su ratti e conigli, mentre il DecaPBDE provoca mdformazione dela
tiroide, del fegato e de reni ndl’ animale adulto.

Il Deca-PBDE non ha evidenziato un comportamento tae da poter essere classficato come
carcinogeno per cui 1o IARC lo haposto nd Gruppo 3 (“probabili cancerogeni”).

A tuttoggi non & noto s il quantitativo di PBDE che § riscontra nel tessuti umani Sa
aufficiente a causare effetti tossci, anche s la dose minima che causa effetti ndl’animade e
superiore ala quantita riscontrata nella dieta umana.

Ancora da vautare € infine la posshilita che i PBDE dano degradeti ad dtri compodi a
minore contenuto di bromo o ad dtri composti bromurati con una maggiore tosscita rispetto
a composto di partenza.

In generde latossicitadel PBDE non sembra essere elevaa

2) HBCD.
L’'esdbromocicloesano € un ritardante di fiamma usato nel polimeri e ndl’indudria tessle.
L’ applicazione principae € il poligirene. L’'HBCD viene asorbito nd tretto gastrointestinde
e per questo motivo 9 puo ipotizzare che la principae via di esposzione da I’ dimentazione.
Dopo somminigrazione orde questo composto S ritrova in divers organi, accumulandos ne
tessuto adiposo. Molti metaboliti sono ancora daidentificare.
Mancano ancora molti studi per poter effettuare una corretta valutazione dd rischio; da dati
ottenuti ndl’animade s evince comunque che il fegato € il bersaglio principde. Anche la
tiroide sembra essere sensibile.
| test di mutagenes Sono negetivi.
| test sui topi hanno infine evidenziato dcuni effetti sul comportamento.

3) PBB.

Teoricamente i PBB dovrebbero presentare gli stess effetti della loro controparte clorurata: i
PCB. Di conseguenza i PBB planari dovrebbero essere i piu tossici perché § legano d
recettore arilico. In effetti il 3,3',4,4',5,5 -essbromobifenile € planare ed € il composto piu
tossco fra queli che appatengono a questa categoria. In generde pero I’ abbondanza
nell’ambiente di queste sostanze € minore di quelladei PCB.

Gli dudi epidemiologic sugli effetti sul’'uomo di questi composti possono essere suddivis in
due categorie: il caso di contaminazione accidentae avvenuto nd Michigan nd 1973 (in cui
non fu perd posshile corrdare i liveli plaamatici a sntomi sviluppati) e quello de Wisconsn
dove l'incidenza de sntomi, pelopiu a livdlo neurologico e scheetro-muscolare, fu
nettamente superiore. In nessuno de due cas fu posshile una corrdazione fra la
concentrazione plasmatica €/o ndl tessuto adiposo e i Sntomi sviluppati.

Riassumendo, la preoccupazione principde nel confronti di questi composti scaturisce dal
fatto che molte lacune nella caraterizzazione del rischio di queste sostanze devono ancora
essre colmate, anche se finora questi composti non hanno evidenziato devati gradi di
eposizione etossicita

Compodti derivati
Compodti qudi le dibenzo-p-diossne bromurate (PBDD) e i dibenzofurani (DF) non sono
presenti naturdmente ma 9 formano per reazione fotochimica o termica da precursori che
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sono soprattutto BFR. Sono dunque necessari studi di gpprofondimento anche sugli effetti di
questi composti derivati per i quai ancora non e posshile una corretta vautazione dd rischio
e ddlle conseguenze ecologiche,

E inoltre necessario approfondire il fenomeno di produzione di PBDD e DF durante i process
di incenerimento: queste sodtanze sono infati date ritrovate nel gas e ne liquidi effluenti oltre
che nelle ceneri.

Scae sono anche le informazioni sulla digtribuzione e sulla degradazione ndl’ambiente di
queste diossine. E noto che queste sostanze sono meno mobili della cortroparte clorurata, oltre
adecompors piul rapidamente per viafotochimica

Effetti delle dibenzo-p-diossne e del dibenzofurani polibromurati.

Il rgpido incremento nell’utilizzo dei compodti ritardanti di fiamma € stato accompagnato da
una crescente preoccupazione per le diossne bromurate (dibenzo-p-diossne polibromurate,
PBDD e dibenzofurani polibromurati, PBDF) che possono essere presenti in dcune miscee
commercidi oppure derivare dalla combustione di prodotti contenenti BFR.

Le diossne polibromurate sono meno persigenti nel’ambiente rispetto a quele clorurate
(nonogtante il loro maggior grado di lipofilicitd) probabilmente a causa dela loro maggiore
senghilita dla fotodegradazione dovuta dla minore forza dd legame de cabonio con il
bromo rispetto aquello con il cloro.

Gli effetti di questi composi sono sodtanzidmente paragonabili a queli dele dassche
diossne policlorurates  teratogenes,  cancerogenes,  disturbo  sulla  riproduzione,
immunotossicita, cloracne, ecc.

Ciononogtante queste sostanze hanno una tosscita molto minore rigpetto d  TCDD,
probabilmente a causadi unaloro diversa capacitadi legame a recettore arilico.

| dati epidemiologici per questi composti sono pressoché inesstenti data |'assenza di dati sui
liveli di esposizione della popolazione.

Il fatto che comunque derivino da BFR che sono sempre piu utilizzati e che, seppur in
misura minore, agiscano con gli ess meccaniami delle diossne clorurate, impone quindi
un certo grado di cautela

Condusoni.

E inutile dire che la vasta distribuzione ndl’ambiente de BFR, unita dla loro comparsa nei
tessui umani e animdi e dla loro tosscita rgppresentano nel’indeme un  problema
emergente, anche e soprattutto dla luce ddle scarse conoscenze sui loro effetti e sul loro
destino ndll’ ambiente.

Nonodante il problema sa noto gia dagli anni '80, soltanto negli ultimi cinque anni 9 €
iniziato a condderare seriamente il problema, anche dopo la messa a punto delle metodiche
per laloro corretta identificazione.

Purtroppo le attuadi conoscenze sul loro comportamento nell’ambiente  rimangono  ancora
confinate a poche dele numerosssme sostanze che compongono la categoria del ritardanti di
fiamma

Il numero dele pubblicazioni scientifiche sull’argomento € comunque in continua crecita,
segno che questo problema ha catturato | attenzione della comunita scientifica internazionae.

Dedta poi paticolare preoccupazione la formazione di diossine polibromurate e di furani (ad
esempio durante i process che richiedono elevate temperature) oltre che del loro metaboliti
idrossilati ancorapiu pericolos ddlla diossnada cui derivano.
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6) L’ acido perfluorooctanico ei suoi sali.

L'acido perfluorooctancico (PFOA) e i suoi sdi sono composti organici fluorurati che sono
dati dntetizzati per piu di 50 amni. Queste sodanze hanno numerose gpplicazioni Sa
indudridi che commercidi nd campo de refrigeranti, tensoettivi e de polimeri oltre che
come componenti di farmaci, ritardanti di fiamma, lubrificanti, adesivi, cosmetici, inseticidi,
€ecc.

Il PFOA é usato soprattutto come intermedio nella sintes di esteri fluoroacrilici, mentre i suoi
sdi sono usati come coadiuvanti nelasintes di fluoropolimeri e fluorod astomeri.

I PFOA é dabile ndl’ambiente a causa ddla dabilita del legame carbonio-fluoro. Non ci
sono evidenze che indichino che possa degradars per fotolis, né che possa subire una
biodegradazione (nemmeno una defluorurazione alivelo di fase Il del metabolismo).

Gia nel 1968 s era notato che nd siero umano erano presenti dei compodti organici fluorurati
successvamente identificati come PFOA e PFOS (acido perfluorooctanosulfonico) nd sero
de lavoratori espodti. La maggior pate degli studi € data pero effettuata con il sde di
ammonio dd PFOA (APFO).

La tossicocinetica di questi composti ndl’'uomo e ancora da chiarire, nonostante |'importanza
dd tema dd punto di vida degli effetti sulla salute. La concentrazione plasmatica media nel
plasmade lavoratori della3M variaad esempio da 0,1 a 81,3 ppm.

| dati sull’emivita di questi composti nell’organismo umano sono pochi e limitati a lavoratori
esposti (4,37 anni).

Nel maggio dd 2000 la 3M annuncio che avrebbe volontariamente interrotto la produzione di
materide a base di  pefluorooctanosulfonil  fluoruro (POSF) dopo la scoperta che un
metabolita di questo composto, il perfluorooctansulfonato (PFOS), € ampiamente distribuito
negli organismi animai (uomo compreso) a causa della sua propensione ad bicaccumulo e dla
Ua perdgenza. La presenza di questo metabolita nd plasma e probabilmente segno
dell’ esposizione ad 0 a suoi precursori, anche se il meccanismo atraverso il quade ariva
a plasmanon é ancora stato chiarito.

In uno studio di Olsen e call. (2003) la concentrazione plasmetica di PFOS e PFOA sono state
correlate tra loro e questo € molto interessante dato che ciascuno dei due composti non pud
essere convertito direttamente nell’ dtro. Ancora daindividuare € pero lafonte di PFOS.

La tosscita di quest’ultimo non € ancora Stata completamente compresa, ma sembra interferire
con il tragporto degli acidi grass e il loro metabolismo, con le funzioni ddla membrana
plasmatica e con il funzionamento del mitocondrio.

Il range di concentrazione plasmatica nd plasma della popolazione generale € compreso tra 30
e 40 ppb.

Studi sull’animale hanno mostrato che I'APFO S assorbe bene per via orale e indatoria e in
misuraminore per via dermica

Il PFOA d didribuisce soprattutto nel fegato, plasma e rene e in misura minore, in dtri tessuti
incduse le gonadi.

Ne ratto la sua diminazione sembra essere regolata a livelo ormonde, ma questo non
awiene na primati e nell’uomo.

Studi epidemiologidi.

Un primo dudio epidemiologico € dato condotto andizzando i dati ottenuti  tramite la
sorveglianza medica dei dipendenti di due stabilimenti a Decatur e Anversa.

Una correlazione podtiva e dstata ottenuta tra la concentrazione plasmatica di PFOA e qudla di
coleterolo etrigliceridi, mentre e stata 0sservata una correlazione negativa con I’'HDL.
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| dati furono sosanzidmente confermati con una successva indagine longitudinae condotta
nello stesso stabilimento.

Va ottolinesto che i liveli plasmaticic di PFOA eano superiori ne  dipendenti  delo
gabilimento di Decatur perché qudli di Anversa erano piu giovani e presentavano de vaori
emopoietici pitl regolari.

Un dtro dudio longitudinde & sao invece effettuato dl'impianto di Cottage Grove nd
Minnesota, raccogliendo i dati ned '93, nd '95 e nd '97 (111, 80 e 74 soggetti
rigpettivamente).

Nelo sudio furono incus solo gli uomini. Nessuna correlazione € data ottenuta fra parametri
plasmatici e concentrazione di PFOA tranne che per i liveli di CCK che corrdavano
negativamente.

In seguito venne effettuato anche uno studio retrospettivo d mortdita su 3.537 soggetti (di cui
solo 749 donne) di cui 398 deceduti, cacolando I'SMR corretto per eta, sesso, razza e
comparato con la mortaita media degli USA e dd Minnesota Da questo studio emerse che la
mortaita per carcinoma ddla prostata era significativamente superiore dla media (SVIR=2,03
con 4 morti anziché 1,97 attes).

In uno studio successivo, venne calcolato un SMR di 1,31 per il cancro della vescica, 1,67 per
il grosso intestino, 1,30 per la prostata, 1,34 per il cancro del pancreas, anche se va detto che il
numero di soggetti deceduti per queste patologie erapari al o 2 d massimo.

Studi in vivo sull’ animde.

TOSSICITA” ACUTA
Digtinguiamo gli studi a seconda dell’ obiettivo:

- tosdcita orde € data dudiata su retti in tre studi. La morte S € avuta a concentrazione
superiori a 464 mgkg e sono date osservate delle anomdie negli organi (rene,
somaco e utero) a 500 mg/kg. Tra i Sntomi osservati ritroviamo rossore d ViSO,
ipoattivita, andatura e postura anomale, sdivazione eccessiva, atassia, ecc.

- tosdcita per indazione e dato condotto uno studio con i rati a qudi venne faito
indare dd PFOA dla concentrazione di 186 mg/l per 1 ora | sSntomi § sono
manifedati dopo circa 14 giorni, tra quedti ipoattivitd, lacrimazione, respirazione
irregolare, tremori, ecc. Questa concentrazione non e Stata letale per i ratti trattati.

- tosdcita dermica nessuna lesone € data osservata nel conigli trattati. L’irritazione
dermica osservata € consigtitain un moderato eritema, edemi e unalieve atonia

- tosdcitaoculare: nei conigli testati con 0,1 g I' APFO hamostrato di essere un irritante.

TOSSICITA SUBCRONICA.

Quedti sudi sono deti effettuati su diverse specie animdi tra cui scimmie e ratti. Ne roditori
il fegato sembraessere I’ organo target d' elezione.

Lo dudio effettuato sui retti prevedeva la somminisrazione di diverse dos di APFO (0, 30,
100, 300, 1.000, 3.000, 10.000, 30.000 ppm) per 28 giorni.

Tutti gli animdi trettati con le due dos piu dte sono morti entro la prima settimana. Negli
animdi tratati con 1.000 ppm o0 piu 9§ € osservao un ridotto intake adimentare, mentre la
perditadi peso S € osservata da 300 ppm nei maschi e da 100 nelle femmine.

Il peso dd fegeto € aumentato in quas tutti gli animai, mentre nessun atro organo é risultato
danneggiato.

In uno sudio di tosscita subcronica di 90 giorni  effettuato sulle scimmie,  vennero
somminigrate dos di PFOA di O, 3, 10, 30 e 100 mg/kg. Alla fine del’esposizione gli animdi
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furono sacrificati, i loro organi e tessuti pesati, esaminati per patologie evidenti e awviae
dl’'indagine isologica. Tutti gli animdi nd gruppo trattato con 100 mg/kg morirono nel corso
dell’ esperimento, mentre dle due dos piu basse nessun animae mori.

| risultati degli esami ematochimici erano dterati in dcuni gruppi (ridotti vaori di ematocrito,
emoglobing, fosfatas dcalina, AST, ALT, ecc.) mentre eraaumentato il numero di piastrine.
Nessuna les one macroscopica fu osservata nel tessuti di nessun animale.

In un dtro studio effettusto sui ratti a quai furono somminidrati per via orae concentrazioni
di PFOA pai a 0, 10, 30, 100, 300 e 1.000 ppm vennero invece osservate (oltre dle
dterazioni de parametri ematochimici) anche ddle lesoni epatiche che corrdlavano con le
dos di sostanza.

Sudi di mutagenes.

L’APFO non e risultato mutageno nel test effettuati con S. typhimurium e E. coli, nemmeno
dopo dtivazione con microsomi di mammifero.

| risultati del test per le aberrazioni cromosomiche e la poliploidia sono contraddittori.

Cancerogenes.

E orma documentato che I’APFO € un potente induttore della proliferazione dei perossisomi
a livelo epatico (ne ratti € dtrettamente dipendente dagli ormoni) ed € una possibile causa di
epatomegdiane roditori oltre ad essere in grado di indurre un danno ossidativo a DNA.

| dati raccolti fino a oggi fahno pensare che il meccanismo di induzione dedla proliferazione
del perossisomi epatici Sia alabase ddllatossicita epatica e della cancerogenes epatica.

Molti composti non genotossci sono in grado di indurre il cancro a livelo dele cdlule di
Leydig; dla base di questo fenomeno sembra esserci la distruzione dell’asse ipotalamo-
ipofisario con risultate aumento ddl’ormone luteinizzante (LH) il quale potrebbe avere un
ruolo mitogenico su queste cellule, oltre ad indurre la secrezione di testosterone.

Ne rdti non & dato osservalo questo aumento, ma un incremento del’ativita dell’enzima
aromatas (responsabile ddla conversone dd testosterone in estradiolo) che potrebbe causare
di riflesso un aumento de liveli di LH con il compito di riportare dla normdita i livdli di
testosterone.

L’incremento non osservato di ormone LH potrebbe poi a sua volta essere compensato per il
riassestamento dell’ omeostas ormonale.

L’incremento della concentrazione di  edradiolo simolata dal’APFO potrebbe essere
responsabile ddllo sviluppo di carcinomi ddlamammela

L’APFO induce infine il tumore del pancress dtraverso meccanismi tuttora ignoti: S pensa ad
un posshile ruolo del’incremento de liveli di colecisochinina (CCK), ma i dati in proposito
sono ancora conflittudi.

Tosscocinetica
Il PFOA €& ben assorbito in caso di esposzione orde e indatoria. 1| PFOA g distribuisce prima
d tutto ne fegato, nd plasma e nd rene € in misura minore, negli dtri  digtretti
dell’ organismo.
L’emivita ded PFOA € data determinata nel ratto, nel topo, ne coniglio e nelle scimmie con
differenze dgnificative fra le razze. 1| PFOA viene excreto nelle urine e ndlle fed senza essere
biotrasformato. L’éliminazione rende sembra essere influenzata ddla concentrazione degli
ormoni sessudli.
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Condusioni

La tosscita acuta di questi composti non sembra essere eevata mentre il vero problema € la
posshilita di un loro bioaccumulo ndl’organismo, indltre il PFOA non § accumula solo nel
lavoratori esposti, ma anche nella popolazione generde.

Anche in questo caso quindi la preoccupazione deriva principdmente dd fatto che gli effetti a
lungo termine dela sostanza accumulata ndl’ organismo non sono di fatto prevedibili e questo
rende dunque plaushbile ogni precauzione volta a ridurre, 0 meglio diminare, il contatto fra
questi composti e la popolazione esposta e quella generde.

7) Lediossine.

Quedta categoria di composti chimici s riferisce a tutti gli agenti che legano il recettore arilico
Ah ed & comunemente raggruppata sotto la sgla DLC (“Dioxin Like Compounds’). Essa
include drutture  multiandlo  dogeno-sodtituite  coplanai come  le  dibenzodiossne
policlorurate (PCDD), i dibenzofurani policlorurati (PCDF) e dtri compodti ritrovabili di
solito come miscde di bifenili polidorurati (“PCB mixtures’). Il piu famoso e meglio sudiato
di questi ela2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossna (TCDD).

Le diossne modrano di agire atraverso una sie di effettori multissema, intaccando |
ggemi endocrini, di sviluppo e riproduttivi. La fonte maggiore di diossne ndl’'uomo e la
cane animde, nd cui grasso le diossne s accumulano facilmente,

Per quanto riguarda i loro effetti sull’essere umano va citato un caso interessante € quello
avwenuto a Tawan nd 1979 quando ci fu una contaminazione da PCB e dibenzofurani
policlorurati nell’olio di riso. Nei bambini nati a diganza di pochi anni ddle donne esposte, S
osvarono dele deficienze intdlettive vautabili come un difeito nd quoziente intdlettivo,
vautato con diverd srumenti, pari a 4-8 punti in meno rispetto dla media nazionde. Lo
sesso deficit fu osservato in bambini nati adistanza di sa anni ddl’incidente,

SCHEDA: “Cancro ediossina”.

Il termine “diossnd’ e dato utilizzato per definire qudle sodanze dogenate perdgtenti e
bioaccumulanti che agiscono nell’organismo  vivente legando il recettore  aril-idrocarburico
(Ah). 1l prototipo di queste sostanze e la 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossna (TCDD)
trisgemente famosa per I'incidente di Seveso del 1976. Gli effetti provocati ddle diossne sono
tra i piu svaidi: tosdcita epatica, immunotosscitd, interferenza col Sstema endocrino e
cancro.

Le diossne causano divers problemi nell’organismo e possono provocare dterazioni nella
proliferazione, nd differenziamento e a livdlo ddl’'omeodas. || TCDD ad esempio, pud
dterare il metabolismo degli ormoni, ad esempio gli estrogeni, atraverso I'induzione di dcuni
enzimi. Le diossne possono inoltre dterare il trasporto degli ormoni agendo a livelo dele
proteine di tragporto plasmetiche, oltre ad dterare il funzionamento di molti fattori di crecita,
dei loro recettori nonché dd segnde a vdle di questi ultimi. Il TCDD é inoltre un noto
cancerogeno: numeros studi hanno dimostrato  un’'associazione fra esposizione lavordiva a
questa diossina e il cacnoma polmonare. Negli animdi inoltre 9 ossarva lo sviluppo di
neoplase in divers didretti ddl’organismo: le diossne sono del potenti  promotori  che
incrementano Sa I'incidenza che la molteplicita di tumori di diverso genere dopo I'iniziazione
ad opera di un mutageno. Il carcinoma ddla mammella, anche se sono ancora presenti dati
contrastanti, sembra essere uno de tumori favoriti dd TCDD il quae 5 e dimodréto in grado
di incrementarne il numero dopo induzione, nel’animae, con DMBA. S pensa che una
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posshilita da che questa diossina sa in grado di incrementare la senghilita ddla mammedla a
mutageni.

II' meccanismo di induzione della cancerogenes di molti composti ad azione estrogenica (e
degli stess estrogeni) potrebbe essere epigenetico, queste sostanze potrebbero agire cioe
dterando il patern d metilazione/demetilazione dd DNA, modificando in questo modo
I’ espressione genicadel geni coinvolti nellaregolazione ddlla proliferazione cdlulare.

SCHEDA: “Il recettore arilico” .

Il recettore per gli idrocarburi arilici (AhR) fu identificato nel 1976 grazie dla sua capacita di
legare il composto 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossna (TCDD), un prodotto di numeros
process indudridi e di combustione di meteridi organici indlud i rifiuti urbani.

Il recettore Ah € esoresso neé mammiferi in numeros tessuti; fin da primi Sudi 9 vide come
il legame di TCDD a questo recettore fosse in grado di indurre I'attivita di CYP1A1. Studi
successvi chiarirono che questo complesso contiene Sa il recettore Ah che la proteina che
funge da tradocatore nucleare di AhR. Questo complesso interagisce con dcune diossne o
con gli dementi di riposta agli xenobictici presenti a livello dd promotore di CYP1AL e ne
promotori di molti geni che rigpondono ad AhR, con successvo reclutamento del fattori di
trascrizione che portano dl’ attivazione ddlla trascrizione genica

Le dass di ligandi di AhR piu dudiae sono quele degli idrocarburi arométici  dogenati
(HAH, dibenzo-p-diossne policlorurate, dei dibenzofurani e de bifenili nonché de rddivi
deriveti) e degli idrocarburi aomatici  policiclici  (PAH, benzopirene, 3-metilcolantrene,
benzoflavonaidi, rutacarping, dcaoidi, amine aromatiche e reativi deriveti).

Probabilmente la maggiore esposzione a ligandi di AhR 9 ha mediante la dieta In effetti la
meggior pate dea ligandi “naturdi” identificati finora sono ricollegabili  aAl’dimentazione o
prodotti dimentari delle piante. Tra questi compodti ritroviamo i flavonoidi, i carotenoidi e i
fenali, che possono attivare il “pathway” di segnde di AhR, anche se la maggior parte di
presenta s0lo una debole dtivita. In ogni caso € data riportata la presenza di ligandi per questo
recettore in diverd tipi di vegedi, frutti, erbe e anche nd the. La cosa interessante € che
divers tipi di indoli dimentari (induso I'indolo-3 carbinolo e il triptofano) possono essere
convertiti, dl’interno dd tratto digerente dei mammiferi, in composti molto piu potenti
nd|’ ativazione ddlaviadi ssgndedi AhR.

Gli gsudi nd campo de ligandi di AhR sono tuttora in corso. Rappresentano delle aree di
futura ricerca la determinazione dela druttura tridimendonde di AhR e dd suo dominio
funzionae, nonché I’identificazione di nuovi ligandi esogeni ed endogeni.

SCHEDA: “Il caso Seveso”.

10 luglio 1976. Ddlo dabilimento chimico ICMESA di Seveso (MI), produttore di
triclorofenolo (la cui produzione venne accettata anche in Itdia, nonostante una legge ne
proibisse I'uso), fuoriesce una nube di gas che S espande ndle zone circodtanti. Dieci giorni
dopo ne laboratori dello dabilimento GIVAUDAN a Zurigo, la sodtawa tossca viene
identificatac 9 tratta della 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-diossina. S decide di evacuare un’area
di 15 ettari, circondando lazonacon i reticolati.

Il direttore e il vicedirettore dell’'lCMESA vengono arrestati per disastro colposo, accusdi di
aver aumentato la temperatura di reazione pur di ridurre i tempi di reszione (da 5 ore a 1 ora),
consci (A contrario del loro dipendenti) che questo aumento di temperatura avrebbe
incrementato i rischi di produrre la diossina, come gia avwenuto dtrove, | termometri erano
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infatti insufficienti per controllare la reazione, inoltre il resttore che produceva triclorofenolo
aveva come unico sfiato un camino privo di abbattitore che dava sul tetto della fabbrica

L’'édevato grado di dlarme riguardo I'incidente era dovuto a fatto che la TCDD era risultata
molto tossca in eperimenti sugli animdi e in grado di indurre il cancro in condizioni
sperimentali. Poco era perd conosciuto sui riguardo i effetti sull’uomo. La quantita di diossna
rilasciata con I'incidente di Seveso fu oggetto di sime conflittudi. L’ ultima sima effettuata 9
aggira intorno a 34 Kg mentre sime precedenti parlavano di qualche centinaia di grammi fino
a un chilogrammo.Sulla base ddle andid de suolo, I'area interessata venne suddivisa in 3
aree: A (da 15,5 a580 ny/nt), B (da 1,5 a5 nynf)e C (fino a 1,5 nynt).

Subito dopo I'incidente venne osservata una rapida moria di conigli e di pollame. Elevate
concentrazioni di TCDD vennero inoltre rilevate nel latte proveniente dai bovini dellazona

Nell’'uomo i segni piu precoci furono delle dterazioni della pelle, in particolare S osservarono
numerod cad di cloracne.

Dopo I'incidente numeros campioni di sangue vennero raccolti e propriamente conservati. A
que tempo non esstevano metodi adaiti per misurare la concentrazione di diossna nd
sangue; | metodi piu accurati di misura diedero | seguenti risultati medi: 333,8 ppt nel Soggetti
ddla zona A, 1114 ppt nel soggetti della zona B e 83,6 ppt nel soggetti ddla zona C. L’esame
degli effetti a breve e medio termine del’esposzione a TCDD non fu semplice, complicata
ddl’agitazione dovuta dl’incidente. 1 problemi piu comuni furono una partecipazione sdettiva
agli dudi, la mancanza di dati di riferimento e una limitata Sandardizzazione de metodi di
andis e de ted effettudi. Non vi & dcun dubbio invece riguardo la relazione fra
I’espogzione e i cad di cloracne ossarvati, grazie dla forte corrdazione fra I'incidenza e il
grado di esposizione.

S o0sservo un di mortdita nel pazienti cardiopatici, ma questo fatto potrebbe essere
anche dovuto dlo dress pscologico associato con la particolare Stuazione, il quale potrebbe
essere stato anche fatale per soggetti di questo tipo.

La TCDD dtera il metabolismo lipidico, la funzione cardiaca e la morfologia cdlulare in gudi
di laboratorio, mai dati sull’ uomo sono purtroppo tuttora inconcludenti.

S regidro inoltre un aumento della mortdita in soggetti affetti da mdattie respiratorie, ma
anche qui vagono gli stess dubbi espress per I'aumento nel pazienti cardiopatici, anche se
'immunotossicita della diossina potrebbe aver dterao i meccanismi di  difesa che
normamente proteggono contro gli episodi infettivi che possono essre faidi per quedt
SoQQetti.

Negi sudi di Seveso, il piu interessante aumento di rischio s osservo per il cancro
al’apparato digerente e per dcune leucemie; nel periodo che va dd 1976 a 1991 S 0sservo
infatti un aumento ddll’incidenza di questi tumori nel residenti della zona B.

Studi  epidemiologici  precedenti  effettuati su una coorte di lavoratori tedeschi espodt
accidentdmente ala TCDD avevano mostrato un incremento dose-dipendente nel’incidenza
ddl cancro al’ apparato digerente.

Molti dudi sui lavoratori espogti avevano inoltre associato dla diossna I'aumento di
incidenza delle leucemie, nonché di un tipo particolare di sarcoma (il sarcoma dei tessut
molli). Gli sudi effettuati su Seveso, in conclusone, non hanno perd portato prove
schiaccianti riguardo i possibili effetti tossc ddla tossna Per questo motivo gli studi di
“follow-up” sono dati estes e sono Sati avviati degli sudi di epidemiologia molecolare.

8) Poaliclorabifenili (PCB).
| PCB sono una famiglia composta da 209 sostanze la cui molecola ecodtituita da due andli

fenilici con diverso grado di clorurazione.
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La produzione di queste sostanze e il loro uso inizid ad essere proibito a partire dagli anni ' 70
acausadelaloro tossicita e biopersistenza.

La preoccupazione nel confronti di questi composti nacque successvamente a due incidenti il
primo nel 1968 in Gigppone, il secondo a Tawan 11 anni dopo, quando 1.000 persone ne
primo caso e 2.000 nd secondo vennero esposte accidentalmente a PCB attraverso I'olio di
rso contaminato, con conseguenze a livedlo di sviluppo neuronde e di QI ne bambini che
furono seguiti per divers anni.

Uno studio condotto nel Michigan su 313 madri correld la concentrazione di PCB nel cordone
ombeicale con un ridotto sviluppo motorio, cognitivo e intellettivo.

In uno sudio europeo multicentrico venne invece misurata la concentrazione di PCB nd
cordone ombdicde e nd late materno e vennero ritrovate ddle corrdlazioni negative fra
concentrazione nd latte e sviluppo cognitivo del bambino.

In dntes quindi vi € una forte evidenza che i PCB possano influire sullo sviluppo
neurol ogico.

Effetti sullatiroide.

Gli effetti de fattori ambientdi sulla funziondita tiroidea e ddl’asse ipotdamo-ipofisario non
sono ancora dati studiati estensvamente a causa della difficolta di riconoscere anche i minimi
disurbi dlafunzione tiroidea

La maggior pate degli sudi e daa effettuata prima che fossero disponibili i test di terza
generazione per la misurazione del TSH. Anche la misura dd T3 e dd T4 e paticolamente
delicata, purtroppo le metodiche piu affidabili vengono usate poco frequentemente.

Va inoltre ricordato che la concentrazione plasmatica di TSH e di ormone T3 € soggetta a
vaiazioni che seguono l'dternard delle dagioni: occorre quindi sempre vdutare se le
differenze misurate non dano effettivamente I'epressone di queste variazioni e non dd
fattore ambientae.

Anche un’'eventude deficienza di sdenio potrebbe influenzare (anche s magindmente) la
concentrazione di  questi ormoni, dato che agisce come cofattore di molte
monodeiodines.

Un deficit degli ormoni tiroide durante lo sviluppo potrebbe avere degli effetti  profond,
permanenti e pervasvi sulla funziondita cerebrde ddl’adulto. Studi recenti hanno mostrato
come anche minime modificazioni ne liveli crcolanti di ormone tiroideo nelle donne gravide
possano influenzare 1o sviluppo neurologico dd feto. ESstono ancora molti punti oscuri da
chiarire sulle rdlazioni fra ormoni tiroide e sviluppo ceréorde tra cui le interazioni fra le
sodanze chimiche presenti nel’ambiente esterno e il dsema tiroideo e le conseguenze
negative di queste interazioni. Questo punto € paticolamente importante dato I'eevato
numero di composti che sono in grado di interagire con |’ azione dell’ ormore tiroideo.

Gli ormoni tiroide sono presenti nd liquido amniotico gia dopo 8 sdttimane di gestazione,
prima cioé ddl’'inizio ddlo sviluppo dela tiroide che awiene intorno dle 10a 12a settimana
Inoltreil cervello fetale esprime i recettori per questi ormoni gia ala nona settimana.

Due sono le dtuazioni patologiche che rivdano ddle conseguenze funziondi di un deficit
degli ormoni tiroide: il cretinismo (normamente associato ad un difetto di iodio nela dieta) e
I'ipotiroxinemia, quet’ultima possbilmente associata dla presenza nel’organismo  materno
di anticorpi per laperossdag tiroidea, che potrebbero tradurs in un ridotto QI del neonato.

A questo punto € quindi logico pensare che tutti que fattori ambientdi in grado di influenzare
I'attivita degli ormoni tiroidei potrebbero verosmilmente interferire con lo sviluppo neuronde
fede E dao evidenzisto come i liveli serici di PCB corrdino in modo inversamente
proporzionde con i liveli di ormone T4; va comungue ricordato che le osdllazioni ndla
concentrazione di ormone tiroideo rimangono entro i limiti della normdlita
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In ogni caso da i PCB con molecola planare che gli dtri sono in grado di ridurre i livdli
circolanti di T4.

Non e chiaro s2 i PCB dano o0 meno in grado di ridurre la risposta della tiroide dl’ azione del
TSH oppure se influenzino il metabolismo ddl’ ormone tiroideo.

| PCB e perd in grado di stimolare la glucuronoconiugazione (fase |1 dd metabolismo epatico)
dell’ ormone tiroideo incrementandone cosi I’ diminaziore.

| PCB sono infine in grado di legare le proteine che trasportano I’ormone tiroideo (come la
trandtireting) spiazzandolo.

La preoccupazione deriva quindi dal fatto che esstono le prove che i PCB possano, anche se
in misura pazide, inteferire con I'azone ddl’ormone tiroideo. Le conseguenze di  cio non
sono dae ancora dd tutto chiarite ed e quindi di fondamentde importanza sviluppare dei
marcatori  per la vautazione degli effetti ddl'interferenza sull’azione ddl’ormone tiroideo
sullo sviluppo cerebrae da utilizzare negli studi tossicologici.

Effetti sul Sstema riproduttivo.

Le miscde di PCB causano infertilita nella prole dei retti maschi trattati nonché ritardo della
crescitandla prole di femmine di ratto o di scimpanzé espogte.

Mentre i DLCs operano presumibilmente attraverso il legame d recettore ailico la TCDD
diminuisce le conte degli spermatozoi senza influenzare la fertilita In particolare la TCDD e i
composti “TCDD-like’, in animali esposti dopo la nascita, aterano il peso de tedticoli e ddle
ghiandole accessorie, nonché la morfologia testicolare, la spermatogenes e la fertilita. Nele
femmine egpodte invece, S 0sserva una ridotta fertilita (probabilmente a causa di un aumento
nelle endometriog) oltre dl’incapacita di mantenere la gravidanza.

Poco s sa invece degli effetti sull’uomo, a causa del’enorme varieta di sostanze cui S ritrova
esposto. A questo proposito sono in corso degli studi su alcune popolazioni ad elevato grado
d espodzione fra cui gli Inuit dd Québec i quai assumono grandi quantita di graso di
animdi atici ne qudi € presente una grossa quantita di composti organoclorurati. Ne laite
materno delle donne di questa popolazione vi € una concentrazione di bifenili policlorurati
pari a sette volte quela presente nelle donne del Québec meridionale. Lo studio verra condotto
andizzando le placente e i cordoni ombdicai per ottenere la concentrazione di compodti
organoclorurati, per vautare la presenza del recettore ailico e I'ativazione del citocromo
P450, mentre nel figli di queste donne verra cacolato il tasso di crescita

Effetti sul Sstema endocrino.

Studi sulle femmine di rato esposte durante la gravidanza, hanno mostrato che la TCDD puo
causxe dffetti sulla prole di sesso maschile, tra cui ad esempio, inibizione ddla
spermatogenes e cambiamenti nel comportamento sessude.

L’esposzione invece degli animai a miscde di PCB aumenta il metabolismo ddl’ormone T4
(tetraiodotironing) e diminuendo i livelli serici degli ormoni tiroidel.

Gli sudi nell'uomo effettuati in caso di esposizione perinatde, hanno modrato come s abbia
ne neonatl esposti un aumento nel liveli di TSH tra il decimo giorno di vita e i primi 3 mes,
senza dterazione nd liveli di T4. Non esste nessuna corrdlazione fra i liveli di questi ormoni
e la concentrazione di PCB nd latte materno, come pure nessuna corredazione e data trovata
conil tasso di crecita

Effetti sul Sdemaimmunitario.
La TCDD e in grado di indurre arofia a livdlo de timo, probabilmente provocando una
riduzione dd numero di prolinfociti ned midollo osseo.
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| DLC posono ridurre la rigposta immunitaria da nel’'uomo che na roditori |’ esposizione
prenatde a queste sodtanze riduce il tasso di linfociti T “helper” e T “suppressor” nd timo.
L’espogzione perinatde, in ogni caso, intacca quas sempre le cdlule linfocitarie della linea
T.

L’immunotossicita della TCDD sembra essere dovuta d legame con il recettore arilico. Esso
colpisce preferenzid mente, adifferenzadegli dtri compodt, i linfocti delalineaB.

[l ruolo del biomarcatori.

Molte diossine, tra cui i dibenzofurani e i PCB, resstono dla biodegradazione e, grazie dla
loro lipdfilicita, 9 accumulano a livelo dd tessuto adiposo. La concentrezione tissutde di
guesti compogi € una buona misura dell’esposizione ambientde e la misura de livdli residui
nel corpo grasso 0 nella porzione grassa del latte materno o del sangue sono utili indicatori del
grado di esposzione. La letteratura descrive la presenza di resdui di organoclorurati ritrovati
ne fluidi organicd o nd tessuti animdi e dell’'uomo e documenta I’aumentata concentrazione
di questi contaminanti nel grasso di animdli a liveli trofici pit devati della catena dimentare.

Oltre dla misura diretta della concentrazione di diossna in determinati tessuti, dtri utili
biomarcatori per lo studio ndll’ animale ddlI’ esposizione ambiental e possono essere:

- unaridotta conta degli spermatozoi, come indice ddll’ effetto sulla fertilita maschile;

- i liveli cererdi di T4 edi dopamina (ridotti dopo esposizione perinatae);

- un'aumentata espressone di TNF e di numerose citochine, a sostegno dell’ipotes che
vi el'ativazione di unarispodainfiammeatoriag;

- modifiche ne rapporto tra class di linfociti (come il rgpporto tra linfodti T
CD4*/CD8") come pure laridotta quantita di protimociti nel midollo osseo.

A causa ddle forti conseguenze sui Sstemi riproduttivo, endocrino, immunitario e nervoso
ddl’esposizione peritande dle diossne, ha portato dla continua ricerca di biomarcatori come
quelli sopra dencati d fine di vdutare I'entita ddl’esposizione degli organismi viventi in un
determinato ecosistema

Quedi e dtri marcatori verranno usati in sudi futuri d fine di chiarire meglio quai sono gli
effetti di questi compogti. Una volta convdidati, questi biomarcatori potranno inoltre servire
per studi epidemiologidi.

SCHEDA: “EDC ecancro”.

Lo sviluppo fetde e un periodo molto delicato ed edtremamente senshile a possbili insulti
derivanti ddl’ambiente che lo circonda, poiché € un processo dtamente integrato durante il
quae s combinano meccanismi come la proliferazione, la differenziazione e la morte
cdlulare

Le bariere protettive come la placenta per il feto e la barriera emato-encefdica nel neonato
non sono ancora complete e cio provoca inevitabilmente che il feto e il neonato Sano esposto
agli effetti di tutti gli xenobictic presenti ndl’ambiente. La cgpacita di diminare queste
sogtanze non e inoltre completa fino a dopo la nascita.

L’esposizione in utero ad inquinanti ambientali cancerogeni € data associata dlo sviluppo di
tumori sand bambino (leucemie linfoblagtiche acute, ad esempio) che nel giovane adulto.
L’asociazione fra I'esposizione d DES (dietildtilbestrolo) e lo sviluppo di adenocarcinomi
vagindi in giovani donne ha fatto supporre che I'esposzione a sostanze ative da punto di
vista ormonale potesse provocare in un secondo momento, laformazione di un tumore.
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L’esposizione a sodtanze chimiche tossiche da parte de genitori pud inoltre provocare la
formazione di tumori ndla prole. Shu e coll. hanno dimostrato come |'esposizione del genitori
agli idrocarburi porta spesso dlo sviluppo di leucemie linfoblagtiche acute nel loro figli e che
I’espogzione preconcezionde del padri e postnatde ddle madri a sostanze plagtiche di
diverso tipo 9§ associa ad un aumentato rischio di leucemia linfoblastica acuta; anche
I'esposizione materna a solventi e vernici provoca ne aumenta il rischio. Anche I'esposizione
a pedticidi provoca un aumerto di probabilitadi sviluppare questaleucemianelaprole.

Il quadro & comunque complicato da fatto che i tumori pediatrici e infantili sono molto rari ed
e quindi necessario effettuare dei vedti e lunghi dudi epidemiologici per vautare gli effetti
delle sostanze tossiche.
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Conclusioni

CONCLUSIONI

Al lettore giunto fino a questo punto non potra essere sfuggito il concetto dla base de
problema dea didruttori endocrini, ossa I'incertezza degli effetti derivanti dd loro accumulo
sa ndl’ambiente che nei tesaui, nonché I'devato grado di assunzione atraverso una via
principde ladieta

Nulla soprattutto s sa (né s pud prevedere) circa gli effetti derivanti dal’esposizione
combinata di decine di questi composti, molti dei quali potrebbero originare non solo effetti
additivi, mabensi sinergici con una conseguente moltiplicazione dei loro effetti negetivi.

Il loro continuo incremento correla di pari passo con un aumento dei disturbi della fertilita (in
particolare nei soggetti esposti per motivi di lavoro) nonché con il numero di soggetti che
presentano dterazioni dla nascita ddll’ gpparato genitale ed € opinione comune che la presenza
di digruttori endocrini ndl’ambiente possa essere una delle cause dla base di qued
fenomeni. E dunque giustificato credere che ¢i § tia rendendo conto in ritardo di questo
pericolo, quando orma le conseguenze di un uso indiscriminato di composti clorurati Sta
ormal appaesando le proprie spiacevoli conseguenze.

Non bisogna inoltre cadere ndl’errore di chi ad esempio, dla luce di una bassa tossicita acuta,
consdera come “innocug’ 0 “poco pericolose’ queste sostanze. Ognuno € circondato da un
numero spaventoso di composti chimici tossc dagli effetti imprevedibili. Contro di la
massma prudenza e I unica arma disponibile.
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