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La tossicologica sesso/genere-specifica
individua le differenze nella risposta alle
sostanze chimiche sulla base del sesso e
del genere. A questo scopo, in ognuna del-
le quattro fasi della valutazione del rischio,
occorre analizzare le differenze di sesso/
genere, con particolare riguardo alla me-
tabolizzazione dei composti chimici, agli
organi target, agli effetti, all’esposizione
e alla relazione dose-risposta. E perd im-
portante definire in modo chiaro i termini
“sesso” e “genere” in quanto essi influen-
zano differentemente gli aspetti sopra ci-
tati. In particolare, il sesso determina le
caratteristiche biologiche di un individuo
legate all’assetto cromosomico e alla pro-
duzione di ormoni sessuali, che a loro volta
determinano le caratteristiche dimorfiche
di molti organi, le gonadi in primis. Il ses-
so quindi determina la diversa capacita di
metabolizzare le sostanze chimiche, il loro
trasporto ed escrezione (tossicocinetica
e tossicodinamica), influendo quindi sulla
suscettibilita all’esposizione, nonché sui

possibili effetti avversi. Il genere, invece, si
riferisce a caratteristiche sociali, culturali,
economiche e allo stile di vita, che deriva-
no da scelte individuali e che influenzano
principalmente lo scenario di esposizione.

Storicamente la tossicologia si € occupata
solo marginalmente di includere la valu-
tazione del sesso/genere, sia per cid che
concerne gli studi animali, in cui vengo-
no impiegati prevalentemente maschi per
evitare di tenere in considerazione il ciclo
estrale delle femmine, sia negli studi umani
dove spesso, nonostante si arruolino indi-
vidui di entrambi i generi, I'analisi dei dati
non viene stratificata per sesso/genere.
Cido determina un serio gap conoscitivo,
non solo a livello scientifico, ma anche a
livello regolatorio perché, in mancanza di
informazioni precise sui diversi effetti e sui
livelli di esposizione in uomini e donne, non
e possibile effettuare una valutazione del
rischio sesso/genere specifica.

Fra le sostanze a cui la popolazione ge-
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nerale & esposta giornalmente, gli Interfe-
renti Endocrini (IE) hanno una particolare
rilevanza nell’lambito della tossicologia di
genere data la loro capacita di alterare |l
sistema endocrino. All’interno di questa
vasta classe di composti, vi sono sostanze
con varie strutture chimiche e con diversi
impieghi, ad esempio come plasticizzanti
(contenuti nelle plastiche anche a contatto
con gli alimenti), ritardanti di fiamma (pre-
senti in tessuti, mobilio, apparecchiature
elettroniche e audiovisive per ridurne I'in-
fiammabilita), preservanti (ad esempio nei
cosmetici) o pesticidi. Il loro meccanismo
d’azione in genere implica un’interazione,
agonista o antagonista, con i recettori nu-
cleari degli ormoni steroidei all’interno del-
le cellule bersaglio, principalmente quelli
per gli estrogeni (ERa, ERB, ERRy, GPER)
e gli androgeni (AR), con conseguente al-
terazione dei segnali e dell’attivazione di
geni da essi dipendenti. Gli |IE, pero, posso-
no anche competere con alcuni ormoni per
il legame alle proteine seriche, alterando
quindi il trasporto degli ormoni nel circolo
sanguigno, oppure possono alterare I'atti-
vita di alcuni enzimi necessari alla sintesi
degli ormoni stessi.

Il Gruppo di Tossicologia del Centro di Ri-
ferimento di Medicina di Genere si occupa
da anni di investigare effetti, modi d’azione
ed esposizione a |IE in ottica di genere, at-
traverso studi sulle cellule in vitro, sui mo-
delli animali in vivo e sugli esseri umani. Di
seguito vengono illustrati alcuni approcci e
risultati ottenuti.

Esposizione

Lesposizione a sostanze chimiche presen-
ti nellambiente o negli alimenti & stretta-
mente dipendente dai luoghi frequentati,
dalle abitudini alimentari, dallo stile di vita,
dalla condizione socio-economica, dall’a-
rea geografica di residenza, dall’uso di co-
smetici o di altri prodotti di consumo. Que-
ste diverse componenti possono derivare
da scelte volontarie o essere condizionate

20 |

da fattori esterni sociali e rappresentano,
pertanto, orientamenti genere-specifici.

Nelllambito del progetto Life PERSUA-
DED (“Biomonitoraggio di ftalati e BPA
nei bambini italiani e associazione con pa-

tologie infantili: il progetto europeo LIFE
PERSUADED”; LIFE13 ENV/IT/000482),
abbiamo misurato i livelli di esposizio-

ne ai plasticizzanti Bisfenolo A (BPA) e
di-etil-esil-ftalato (DEHP) in 900 coppie
madri-bambino, arruolando egquamente
individui residenti nelle tre macroaree ge-
ografiche (Nord, Centro e Sud), in aree a
diversa densita abitativa (urbana e rurale);
i bambini, inoltre, erano equamente suddi-
visi in tre fasce di eta (4-6, 7-10, 11-14 anni)
e fra i due sessi. | risultati hanno mostrato
che i bambini maschi avevano livelli urinari
piu alti di DEHP, in particolare nella fascia
11-14 anni e presentavano una maggiore ef-
ficienza metabolica nella trasformazione
da MEHP (primo metabolita del DEHP) a
MEHHP (secondo metabolita), rispetto alle
bambine, indipendentemente dall’area di
residenza [1]. Nessuna differenza, invece, &
stata osservata nei livelli di esposizione a
BPA fra bambini e bambine [2]. Lo studio,
quindi, ha permesso di determinare i livelli
di esposizione di una popolazione suscet-
tibile come quella infantile, considerando
contemporaneamente per la prima volta
e con un campionamento esteso il sesso,
I’eta e I'area di residenza. Inoltre, sono sta-
te evidenziate differenze metaboliche ses-
so-specifiche mai descritte in precedenza.

Effetti sesso/genere-specifici

Gli IE possono determinare effetti avversi,
anche a basse dosi, sui sistemi riprodutti-
VO, neurologico, metabolico, immunitario,
ecc. Di particolare importanza & la finestra
di esposizione a tali sostanze, in quanto al-
cune fasi della vita sono piu suscettibili di
altre, come ad esempio durante la vita in-
trauterina, la puberta, la menopausa o nel-
le fasi dell’invecchiamento.
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Nei nostri studi in vivo & sempre prevista
I'inclusione di animali di entrambi i sessi
per valutare effetti dimorfici sugli organi
bersaglio delle sostanze in esame. Inoltre,
molti dei nostri studi prevedono sommini-
strazione delle sostanze chimiche in esame
nella fase pre- e/o perinatale, fino all’allat-
tamento, in cui molti degli organi sono an-
cora in sviluppo. Ad esempio, uno studio
ha previsto la somministrazione durante la
gravidanza del pesticida organofosforico
clorpirifos, ampiamente utilizzato in agri-
coltura per anni ed il cui uso é stato ora
limitato, a livelli di dose inferiori a quel-
le considerate tossiche, inibenti I'azione
dell’acetilcolinesterasi [3]. Gli animali ma-
schi, osservati in eta adulta, presentavano
alterazioni della risposta sociale molto piu
marcate delle femmine. Inoltre, a tale feno-
tipo era associata un’aumentata espressio-
ne genica del recettore B degli estrogeni
nell’ipotalamo ed una ridotta espressione
genica del peptide ossitocina nell’lamig-
dala [3], implicando quindi un’interazione
endocrina del clorpirifos con ripercussioni
sul comportamento. Ipotalamo e amigdala
sono particolarmente coinvolti nel com-
portamento sociale ed emotivo e livelli al-
terati di ossitocina sono associati a diver-
se manifestazioni patologiche. Gli effetti a
lungo termine da noi osservati, sono stati
supportati da altre evidenze nella letteratu-
ra, sia attraverso studi con animali da labo-
ratorio che sulla popolazione, dimostrando
come il sesso maschile sia piu suscettibile
all’esposizione al clorpirifos e come questo
possa rappresentare un fattore di rischio
per malattie neurodegenerative come la
sindrome dello spettro autistico che, come
noto, ha una prevalenza maschile [4].

Effetti sesso- e organo-specifici sono stati
osservati anche nello studio animale svolto
nell’lambito del progetto Life PERSUADED,
in cui ratti juvenile (modello che risulta pa-
ragonabile alla puberta) di entrambi i sessi
sono stati trattati con DEHP o BPA a livelli
di dose riscontrati nella popolazione infan-

tile italiana sopra descritta. Lesposizione a
BPA ha determinato nelle femmine effetti
piu evidenti a livello epatico con iperplasia
dei dotti biliari e focolai di cellule infiam-
matorie [5]. Nei maschi si sono osservati
effetti piu severi a livello riproduttivo in
seguito ad esposizione con DEHP, con un
evidente ritardo dello sviluppo puberale
compatibile con il meccanismo anti-adro-
genico di questo contaminante [6]. Sia
BPA che DEHP hanno inoltre indotto alte-
razioni metaboliche sesso-specifiche: en-
trambi hanno aumentato i livelli serici di
adiponectina solo nei maschi, riducendo
i livelli di leptina in entrambi i sessi [5,6].
Nonostante la similitudine degli effetti pro-
vocata dai singoli composti, la loro sommi-
nistrazione in miscela ha rilevato I'esisten-
za di un meccanismo antagonista nei ma-
schi e di uno sinergico nelle femmine [7],
supportando due diversi modi d’azione. E
importante sottolineare che BPA e DEHP
sono considerati “distruttori metabolici”,
o0 obesogeni, cioé sostanze che attivano
processi cellulari e metabolici in grado di
indurre obesita. Gli ormoni adiponectina e
leptina, che fisiologicamente hanno livel-
li pitu elevati nelle donne, hanno un ruolo
centrale nella regolazione del senso di sa-
zieta, del bilancio energetico e del meta-
bolismo di zuccheri e grassi. Il loro segnale
mette in comunicazione il tessuto adiposo
con lipotalamo, regione del cervello ses-
sualmente dimorfica e da cui dipendono
le attivita endocrine dell’organismo. Dato
laumento esponenziale di patologie cro-
niche quali I'obesita, il diabete di tipo 2 e
la sindrome metabolica, soprattutto nella
popolazione giovanile, i nostri risultati for-
niscono evidenze di effetti sesso-specifici
di due plasticizzanti largamente impiegati
e considerati fattori di rischio per tali pa-
tologie, in una fase suscettibile e soggetta
a cambiamenti ormonali quale la puberta,
con possibili ripercussioni anche a lungo
termine. Un’ulteriore conferma dell’azione
sesso-specifica di queste sostanze ¢ stata
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ottenuta nello studio caso-controllo di Life
PERSUADED in cui sono stati analizzati i
livelli di esposizione a BPA e DEHP in bam-
bini sani e obesi: solo nelle bambine si &
osservata un’associazione significativa fra
esposizione ed aumentato rischio di essere
obese [8].

Un aspetto emergente e particolarmente
critico nello studio degli effetti degli IE ri-
guarda gli individui che intraprendono un
percorso di conversione sessuale e si sot-
topongono a trattamenti ormonali prolun-
gati. Tale condizione determina una mag-
giore suscettibilita all’esposizione che non
€ mai stata investigata. Il nostro gruppo
sta mettendo a punto un modello murino
di transizione demascolinizzante/femmi-
nilizzante e defemminilizzante/mascoliniz-
zante, anche identificando opportuni bio-
marcatori epatici, per poter studiare gli ef-
fetti dell’esposizione a |E nella popolazione
transgender [9].

Studio dei meccanismi e Adverse Outco-
me Pathways

Negli ultimi anni molte delle agenzie rego-
latorie europee e internazionali, come ad
esempio I’Autorita Europea per la Sicurez-
za Alimentare (EFSA), I’Agenzia europea
delle sostanze chimiche (ECHA), I’Organiz-
zazione per la cooperazione e lo sviluppo
economico (OECD) o I’Agenzia statuniten-
se per la protezione dellambiente (EPA),
stanno promuovendo 'uso e lo sviluppo di
metodi alternativi alla sperimentazione ani-
male, i cosiddetti New Approach Methodo-
logies (NAMSs), in accordo con il principio
delle 3R (Reduction, Replacement, Refine-
ment). Questa spinta &€ guidata da motivi
economici, di tempo ed etici. Si consideri,
infatti, che le sostanze da valutare in ot-
temperanza al regolamento REACH sono
circa 100.000, pertanto il numero di ani-
mali (oltre un centinaio per sostanza se-
guendo le linee guida dellOECD), il tempo
ed i costi (stimati in oltre 4 milioni di euro
applicando una sola linea guida) per valu-
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tarle tutte sarebbero insostenibili [10]. Oc-
corre quindi sviluppare metodi alternativi
in vitro e in silico in grado di fornire piu ra-
pidamente dati robusti sugli effetti, i mec-
canismi e le curve dose-risposta determi-
nate dall’esposizione a sostanze chimiche,
IE in particolare.

In tale contesto, assume particolare rile-
vanza lI'implementazione di modelli cellu-
lari sesso-specifici. Finora, infatti, non si &
prestata molta attenzione al background
genetico dei modelli cellulari utilizzati, in
particolare di quelli tumorali, largamen-
te impiegati per la loro facilita di coltiva-
zione e manipolazione. Con la maggiore
diffusione delle cellule primarie e pluripo-
tenti, perd, occorre tenere maggiormen-
te in considerazione l'origine maschile o
femminile dei donatori, al fine di valutare,
anche in vitro, effetti e modi d’azione ses-
so-specifici. In quest’ottica, abbiamo sta-
bilito una collaborazione internazionale
per sviluppare modelli cellulari immorta-
lizzati di cellule fetali maschili e femminili
ottenuti da interruzioni volontarie di gravi-
danza, per investigare effetti e meccanismi
sesso-specifici degli IE durante la fase piu
suscettibile dello sviluppo, il primo trime-
stre, in cui vi € anche la determinazione del
sesso del feto, I'attivazione specifica dedli
ormoni sessuali femminili o maschili e la
caratterizzazione sesso-specifica degli or-
gani [10]. Secondo la teoria dell’origine in
utero del futuro stato di salute e di malattia
di un individuo (Developmental Origins of
Health and Disease), i fattori che durante la
gravidanza influenzano il corretto sviluppo
del nascituro possono avere ripercussioni
sulla salute anche in fase adulta o nell’an-
ziano [11]. Lo sviluppo di modelli cellulari
fetali maschili e femminili, quindi, permet-
terebbe di studiare nel dettaglio quelle so-
stanze che rappresentano fattori di rischio
rilevanti non solo per gli effetti immediati
sul corretto sviluppo del feto, ma anche
per alterazioni a lungo termine innescati da
un’errata “programmazione” dei meccani-
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smi ormonali e metabolici.

Sulla base dei risultati sesso-specifici ot-
tenuti /n vivo nell’ipotalamo in seguito ad
esposizione a clorpirifos, abbiamo iniziato
uno studio in vitro per indagare i mecca-
nismi molecolari alla base di tale dimorfi-
smo. A tal fine, stiamo impiegando una li-
nea immortalizzata murina di ipotalamo di
neuroni GNRH (GT1-7), ottenuta da animali
maschi e femmine, quindi di origine cro-
mosomica mista [12], trattandola con CPF
a concentrazioni rilevanti per I'esposizione
umana in due differenti scenari espositivi,
e cioé in presenza di estradiolo o di testo-
sterone a concentrazioni fisiologiche, sia
in monostrato che in 3D per formare neu-
rosfere. Risultati preliminari indicano chia-
ramente che il clorpirifos determina effetti
molecolari e sulla funzionalita neuronale
diversi in condizioni ipotalamiche femmi-
nili o maschili. Ulteriori approfondimenti,
anche mediante analisi proteomica, con-
sentiranno di definire nel dettaglio i mec-
canismi che sottintendono i diversi effetti
osservati.

Lo stesso modello ipotalamico murino ver-
ra impiegato anche nel progetto PNRR di
partenariato esteso “Heal Italia” per inve-
stigare l'alterazione dei segnali ipotala-
mo-tessuto adiposo da parte di un pesti-
cida neonicotinoide (acetamiprid) ed un
polifenolo naturale (acido protocateciuco)
per la valutazione del rischio/beneficio. In
particolare, colture di adipociti umani di
entrambi i sessi verranno trattate con le
due sostanze singolarmente o in miscela,
ed il mezzo condizionato verra addizionato
alle cellule ipotalamiche. Alternativamente,
si metteranno a punto modelli di co-cul-
tura. Marcatori specifici e di funzionalita
d’organo verranno analizzati per indagare
eventuali alterazioni sesso-specifiche del
signalling fra tessuto adiposo e ipotalamo
il cui sbilanciamento, come descritto in
precedenza, rappresenta un elemento cri-
tico per I'insorgenza di malattie metaboli-

che quali I'obesita.

Lidentificazione dei meccanismi d’azio-
ne delle sostanze chimiche in generale, e
degli IE in particolare, permette di identi-
ficare i bersagli molecolari con cui le so-
stanze interagiscono (ad esempio i recet-
tori nucleari) e gli effetti a cascata che ne
derivano. Un ampliamento di tale concet-
to, utilizzabile a livello regolatorio per la
valutazione del rischio, & rappresentato
dalle Adverse Outcome Pathways (AOPSs),
introdotte nel 2012 dallOECD e che rap-
presentano dei framework concettuali in
cui tutta levidenza disponibile viene in-
tegrata per descrivere come da un even-
to molecolare iniziale (Molecular Initiating
Event, MIE) si giunge ad un esito avverso
(Adverse Outcome, AO), attraverso una
serie di eventi chiave (Key Events) legati
fra loro da causalita diretta o indiretta e da
plausibilita biologica. Nelle AOP, il livello di
complessita biologica aumenta a partire
dal MIE, descritto a livello molecolare, at-
traverso i KEs descritti a livello molecola-
re, cellulare, tissutale o d’organo; infine gli
AO possono manifestarsi nell’individuo o
in un’intera popolazione. Appare evidente
che, cosi come esposto finora, ognuno di
questi passaggi pud implicare manifesta-
zioni sesso/genere specifiche. In ogni AOP
disponibile (https://aopwiki.org/), infatti,
dovrebbe essere opportunamente descrit-
ta la sezione relativa al “Sex applicability
domain” per indicare tale specificita; pur-
troppo perd, nella maggior parte dei casi,
essa risulta mancante o poco approfondita.
Nell’lambito della European Partnership for
the Assessment of Risks from Chemicals
(https://www.eu-parc.eu/) co-finanziato
dall’Unione Europea, siamo coinvolti in di-
verse attivita per l'identificazione e la ca-
ratterizzazione di alcune classi di composti
ad attivita endocrina nel Work Package 5
(Hazard Assessment), che prevede anche
I'integrazione e lo sviluppo di nuove AOP.
Il primo network di AOP preso in conside-
razione & quello relativo all’alterazione del
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sistema ormonale tiroideo; in tale ambito,
abbiamo promosso I'implementazione del
“Sex applicability domain”.

Conclusioni

Da quanto descritto finora, emergono chia-
ramente, sebbene non in modo esaustivo,
le fasi ed i diversi aspetti di cui tenere conto
durante una valutazione tossicologica del
rischio sesso/genere specifica e di come
il Gruppo di Tossicologia del Centro di Ri-
ferimento di Medicina di Genere dell’ISS
svolga attivita inerenti tutti questi aspetti.
Purtroppo questi approcci non vengono
ancora sufficientemente impiegati nella ri-
cerca sperimentale, ad esempio non inclu-
dendo entrambi i sessi negli studi /n vivo,
non disaggregando per genere i dati di
esposizione umana ed epidemiologici, non
considerando la possibile implementazio-
ne di modelli cellulari sesso-specifici, non
valutando separatamente qualunque dato,
ad esempio proveniente da analisi omiche
o altre tecnologie avanzate, in relazione al
sesso/genere. La disponibilita di tali dati,
permetterebbe di definire livelli di sicurez-
za sesso/genere specifici per le sostanze
chimiche, aumentando cosi il livello di pro-
tezione della popolazione generale.

In tale ambito, le attivita dell’Osservatorio
sulla Medicina di Genere (https://www.iss.
it/osmg-l-osservatorio), che ha la funzione
di monitorare l'attuazione delle azioni di
promozione, applicazione e sostegno alla
Medicina di Genere, possono supportare
I’'attuazione dei principi di Tossicologia di
Genere sul territorio nazionale, anche me-
diante diffusione di apposite Linee Guida,
affinché il sesso/genere venga sempre
considerato nella valutazione tossicologica
delle sostanze chimiche.
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