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Da qualche anno, la produzione e l'uso della plastica sono aumentati in maniera
esponenziale, causando dunque, un incremento dei livelli di plastica nei mari.
Recentemente la FAO ha riscontrato la presenza di microplastiche nell’intestino di 220
specie ittiche, di cui il 58% viene utilizzato dall’'uomo per il consumo alimentare. Le
problematiche associate alla presenza di plastiche in mare non consistono soltanto nella
loro ingestione da parte dei pesci, ma anche nelle capacita delle plastiche di assorbire
sostanze tossiche disciolte in acqua o rilasciarne altre durante i processi di degradazione,
interferendo dunque con la vita della fauna presente e con la salute dei consumatori.

La pastica consiste in un mix di polimeri e sostanze chimiche, sintetizzati dall’'uomo, ai
quali vengono aggiunti i plastificanti, che intercalando tra la matrice polimerica della
plastica conferisce a questa proprieta come il colore, maggiore resistenza alle alte
temperature od una maggiore elasticita.

Il principale problema ambientale nell’utilizzo dei plastificanti sta nel fatto che non sono
legati chimicamente alla matrice, percido in seguito ad erosione, abrasione o
modificazioni chimiche, possono essere liberati in acqua ed entrare a contatto con la
fauna attraverso |'epidermide, per ingestione o altre modalita.

Esistono diverse tipologie di plastificanti, ma nella mia tesi ho focalizzato I'attenzione
nello studio del di-isononil ftalato (DiNP) ed il bisfenolo A (BPA), entrambi riconosciuti
dalla comunita scientifica come inquinanti ambientali, essendo ubiquitari ed
interferendo con il benessere degli animali.

Come primo inquinante ho utilizzato il di-isononil ftalato, appartenente alla famiglia
degli ftalati. Questi ultimi sono maggiormente utilizzati nella produzione di PVC, infatti
li ritroviamo in un gran numero di oggetti di uso comune come cosmetici, contenitori
alimentari, guanti, CD, DVD, giochi, ed altro. Negli ultimi anni, il DiINP ha suscitato
I'interesse della comunita scientifica, poiché € aumentato il suo utilizzo come sostituto
di un altro ftalato, il bis 2-etilhexilptalato o DEHP. Diversi lavori scientifici hanno
dimostrato la capacita del DEHP di interferire con i sistemi riproduttivo ed endocrino di
diversi modelli sperimentali. Sfortunatamente la sua sostituzione con il DiNP non ha
risolto in modo definitivo il problema, poiché recenti studi su modelli murini hanno
messo in luce la capacita del DiNP di dannegiare il loro sistema endocrino.



L’ altro inquinante studiato nel mio progetto di tesi € il bisfenolo A (BPA), sintetizzato
per la prima volta nel 1891, utilizzato comunemente nella produzione del policarbonato,
a sua volta, utile per la realizzazione di oggetti come bottiglie d’acqua, pellicole
plastiche, rivestimenti interni per contenitori alimentari, oggetti per i neonati, stoviglie
in plastica, e cosi via. Nel 1930 il ricercatore Edward C. Doods, individua per la prima
volta le proprieta estrogeniche del BPA, che, attualmente, consiste in uno dei composti
pia utilizzati nell’'industria della plastica, causando infatti un’esposizione cronica
nell’'uomo.

Sia il DINP che il BPA hanno la capacita di alterare il funzionamento del sistema
endocrino, percié vengono riconosciuti come “interferenti endocrini”. Un interferente
endocrino consiste in una sostanza chimica in grado di destabilizzare I'equilibrio
ormonale alterando diversi processi fisiologici, come la riproduzione il metabolismo, il
sistema immunitario ed altro. In modo specifico, il DiINP ha un’attivita anti-androgenica,
dunque interferisce con I'azione degli ormoni mascolinizzanti (androgeni); invece il BPA
ha un’attivita estrogenica, cioe ha effetti femmnilizzanti (estrogeni).

In questo lavoro di tesi ho studiato l'effetto del DINP e del BPA sul sistema
endocannabinoide (SE). Nonostante il suo nome sia cosi lungo, deriva dal termine
“cannabis”, poiché la sua scoperta e avvenuta studiando gli effetti della sostanza psico-
attiva della cannabis, il THC (tetraidrocannabinolo). Poiché la sua scoperta € recente,
all'incirca negli anni 60, la sua caratterizzazione non é stata ancora completata.
Sommariamente, il SE consiste in un sistema di segnalazione che I'organismo sfrutta per
svolgere attivita di base come la sinapsi neuronale o nei processi infiammatori. Come
tutti i sistemi di segnalazione, anch’esso consta di recettori localizzati in corrispondenza
delle membrane cellulari (i recettori degli endocannabinoidi), di molecole che fungono
da messageri (endocannabinoidi), le quali, legandosi ai recettori, inviano un messaggio
ed infine di enzimi coinvolti nella sintesi e nella degradazione di questi messageri. Tale
sistema si é conservato dagli invertebrati fino ai mammiferi, ed & attivo in diversi tessuti
ed organi. Nella mia tesi mi sono occupata dello studio della deregolazione del SE da
parte di interferenti endocrini (BPA e DiNP) in tre organi: cervello, fegato e gonadi.

Il SE mediante messageri e recettori, nel cervello e nel fegato, controlla rispettivamente,
lo stimolo della fame e dell’appetito e 'accumulo di grasso, determimando percié un
fegato sano, o al contrario, grasso. Per tale ragione, il SE € oggetto di studio in lavori di
ricerca clinica volti alla comprensione di problemi metabolici, come |'obesita o la
sindrome del fegato grasso.

Nelle gonadi dei mammiferi invece, gioca un ruolo fondamentale nella gametogenesi
(oogenesi e spermatogenesi), nella fecondazione e nello sviluppo embrionale: di fatti
donne e uomini (e/o topi) che presentano alterazioni a livello dell’SE hanno,
rispettivamente, minori probabilita di concludere con successo una gravidanza e
problemi nella funzionalitd spermatica. Inoltre € stata messa in evidenza una forte
connessionetra il SE e gli ormoni steroidei sessuali (testosterone ed estrogeni), tale che
cambiamenti dei livelli ormonali sono in grado di indurre alterazioni nel SE e viceversa.



Come affermato precedentemente, i plastificanti sono in grado di alterare I'equilibrio
degli ormoni sessuali, percid un obiettivo della mia tesi consisteva nello studio degli
effetti della somministrazione di dosi ambientali di BPA e DiNP sul SE, riproduzione e
metabolismo lipidico. Nonostante il SE svolga ruoli importanti in diversi organismi
animali, il suo funzionamento é stato poco studiato in animali diversi dai mammiferi; per
questo motivo ho utilizzato due organismi modello: lo zebrafish, un modello
sperimentale adoperato in molti laboratori, e I'orata, una specie ittica frequente nella
nostra dieta ed allevata per lo pil in Mediterraneo.

Il trattamento consisteva nella somministrazione di basse dosi dei due inquinanti, per
mimare le concentrazioni normalmente presenti in ambienti acquatici. Nello zebrafish,
I'esposizione & avvenuta via acqua, mentre per l'orata, via dieta. E importante
sottolineare che le dosi scelte per lo zebrafish sono dosi ambientali ovvero
corrispondono alle concentrazioni rilevate in acqua, mentre le dosi adoperate nell’ orata
corrispondono a quelle ritenute “sicure” per l'uomo, dall’Agenzia della sicurezza
alimentare europea (EFSA).

In seguito a questo trattamento cronico (21 giorni), per valutare se I'esposizione a questi
contaminanti era in grado di alterare la composizione, struttura e funzionamento a
livello di organi chiave,ho proseguito con I'analisi dei seguenti tessuti: nervoso, epatico
e gonadico.

Sia nel cervello che nel fegato, i due inquinanti hanno causato alterazioni del SE, a livello
dei recettori, dei messageri, modificandone i livelli fisiologici, e degli enzimi, causando
anche alterazione dell’espressione genica. In aggiunta, nel fegato hanno alterato il
metabolismo lipidico, modificando i livelli degli enzimi coinvolti nella produzione di
trigliceridi ed acidi grassi. Di conseguenza, dall’analisi della struttura epatica (analisi
istologica), la superficie occupata dalla materia grassa & risultata maggiore nei pesci
esposti a plastificanti rispetto al controllo non trattato: questo accumulo di grasso ha
determinato una modificazione morfologica delle cellule epatiche, dalla tipica forma
esagonale a sferica. Tutto cié e stato confermato da un’analisi di spettroscopia, poiché
ha rilevato un maggior accumulo di grasso (steatosi epatica) nei campioni trattati
rispetto al controllo non trattato.

Nonostante sia stata riscontrata un’alterazione del SE nel cervello, inaspettatamente,
non si € avuto alcun cambiamento nella regolazione dell’appetito; a fronte di cio
abbiamo potuto stabilire che la steatosi epatica riscontrata in animali esposti a BPA e
DiNP & dovuto esclusivamente ad un’alterazione del metabolismo lipidico indotta dai
due inquinanti.

A livello gonadico, il DiNP, in zebrafish, ha causato una riduzione delle dimensioni di
ovario e testicolo, nonché della fertilita, poiché il numero di uova fecondate, nei
campioni trattati, era inferiore rispetto ai pesci non trattati. Questa riduzione della
fertilita potrebbe esser dovuta all’alterazione del funzionamento del SE, che anche in
guesto caso, e stata riscontrata. Nell’orata invece il DiNP ha avuto conseguenze negative



nella maturazione degli spermatozoi, nei livelli ematici di estrogeni e testosterone, cosi
come nel funzionamento del SE.

Questi risultati mi portano a concludere che i due plastificanti, in entrambi gli organismi
modello, hanno determinato un’alterazione del funzionamento del SE, e
conseguentemente, del metabolismo lipidico, nonché del successo riproduttivo degli
organismi esposti a questi interferenti endocrini.

Dato I'ingente uso quotidiano di oggetti in plastica, questa tesi acquisisce importanza
nell’ambito della tutela degli organismi acquatici selvatici ma anche nella salvaguardia
della salute umana e, con molta probabilita, in seguito all’'aumento della popolazione
umana, atteso nei prossimi anni, si verificheraun forte incremento dell’utilizzo della
plastica. Per tali ragioni, € necessario adottare nuove strategie ecologiche, cosi come
nuove tecniche per lo smaltimento di rifiuti di plastica. Dunque ogni persona, nel suo
piccolo, dovrebbe contribuire a contenere questo forte disagio ambientale, limitando il
piu possibile I'utilizzo di plastica, sostituendola con strumenti piu ecologici, nonché
ridurre il comune utilizzo degli oggetti in plastica noto come “usa e getta”.

L’'Unione Europea impone indicazioni piuttosto restrittive circa I'utilizzo di plastificanti
nelle industrie della plastica; cid nonostante, dovrebbero essere riviste in virtd dei
risultati ottenuti da questo ed altri lavori scientifici sull’effetto di tali sostanze a livello
del sistema endocrino indicando I’'endocrinologia come approccio preferenziale per la
messa in commercio di nuovi prodotti chimici

Riassumendo, questo lavoro di tesi conferma l'ipotesi iniziale per la quale DiNP e BPA
alterano le funzioni del SE, il successo riproduttivo ed il metabolismo lipidico causando
I'accumulo di grasso nel fegato; inoltre questa tesi afferma la possibilita di usare il SE
come nuovo biomarker per mettere in luce gli effetti collaterali indotti da contaminanti
con caratteristiche di interferente endocrino.



