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Tossicita dei PFAS — valori di riferimento
(NOAEL)

tossicita per lo sviluppo: < 1 mg/kg (topo)
PFOA —— epatotossicita: 0,3 — 1 mg/kg (topo)
immunotossicita: 1-30 mg/kg (topo)

immunotossicita: 0,1 mg/kg (topo)
PFOS — epatotossicita: 0,5 — 1,25 mg/kg (topo e ratto)

epatotossicita: 6 mg/kg (ratto)
PFBA tossicita per lo sviluppo: 35 mg/kg (topo)

PFHxA —— e€patotossicita: 50 mg/kg (ratto)

EFSA Supporting Publication 2014:EN-572
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Cancerogenicita sperimentale dei PFAS

PFOA

ratto &' : adenomi epatocellulari (2/80 vs 10/76), tumori al
pancreas esocrino (acinar cells, 0/80 vs 7/76) e testicolo
(Leydig cells adenoma, 0/50, 2/50, 7/50); promozione della
cancerogenesi epatica (0/7 vs 4/12)

PFOS
ratto J': adenomi epatocellulari (6/60 vs 0/60);

ratto :adenomi e carcinomi epatocellulari combinati (7/60
vs 0/60)
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PPARa e tumori epatici da PFOA — possibile
Mode of Action

eventi chiave (key events)
1. attivazione del recettore PPAR«

2. upregulation dell’espressione di specifici set di geni
(proliferazione perossisomi, metabolismo lipidico, ciclo
cellulare)

3. proliferazione cellulare
selettiva espansione clonale di foci preneoplastici
5. neoplasia epatica

Workshop PFAS - Venezia 22-23 Febbraio 2017



PPARa e tumori epatici da PFOA — possibile
Mode of Action

e pros: consistenza temporale e in dose risposta tra key events
ed effetto finale

e cons: alcuni degli effetti sono indotti da PFOA anche in topi
knockout per PPARq, suggerendo il coinvolgimento di altri
pathways (p. es via CAR, PXR e estrogen receptors)

* rilevanza per 'uomo: probabilmente limitata per la minore
affinita del PFOA per il PPARat umano, ma complessivamente
«human relevance of the liver findings in rodents cannot be
excluded» (IARC 2016)
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PFOA e adenomi delle cellule di Leydig:
possibili MOA

pathway 1

attivazione di PPARa nel fegato — aumentata attivita
aromatasica - aumento estradiolo - aumentata espressione di
TGFa (Transforming Growth Factor a) — proliferazione selettiva
delle LC — aumentata incidenza di tumori

pathway 2

inibizione della produzione di testosterone (inibizione di enzimi
della biosintesi del testosterone) — aumentati livelli di ormone
luteinizzante — stimolazione compensativa delle LC per |la sintesi
di testosterone — neoplasia
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PFOA e adenomi delle cellule di Leydig:

e cons: entrambi gli ipotetici pathways che portano a tumori
nelle cellule di Leydig comprendono key events solo postulati
e/o non adeguatamente supportati dai dati sperimentali

* rilevanza per 'uomo: complessivamente la rilevanza dei
tumori nelle cellule di Leydig per |la stima del rischio
cancerogeno per 'uomo non e chiarita, ma non puo essere
esclusa
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PFOA e tumori del pancreas (PATC, pancreatic
acinar cells tumors): ipotetico MoA

Key events:

attivazione di PPAR nel fegato

diminuito flusso di bile

colestasi

aumentati livelli di CCK (cholecystokinin)

aumentata proliferazione di acinar cells

A A S o

aumentata incidenza di PACT
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PFOA e tumori del pancreas (PATC, pancreatic
acinar cells tumors): ipotetico MoA

e cons: i key events (colestasi, upregulation di CCK) non
sono riprodotti con altri potenti attivatori di PPAR

* rilevanza per 'uomo: I'espressione dei recettori di CCK e
bassa nell’'uomo; i key events (colestasi, alti livelli di CCK)
non sono osservati in soggetti umani esposti a PFOA; |la
rilevanza per 'uomo dei PATC nel ratto non e chiarita
perche il MoA non e sufficientemente definito
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Rilevanza degli effetti cancerogeni del PFOA
nell’lanimale per 'uomo - conclusioni

Non rilevante (fegato e pancreas) o inconclusiva (cellule di
Leydig) (Klaunig et al., 2012) Mode of Action analysis of
perfluorooctanoic acid (PFOA) tumorigenicity and Human
Relevance. Reproductive Toxicology 33 (2012) 410-8)

“'evidenza che | meccanismi associati con la cancerogenesi
del PFOA [nell'animale] siano rilevanti per 'uomo e
moderata” (IARC, 2016)
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Cancerogenesi dei PFAS — quale MoA?

| meccanismi proposti per spiegare gli effetti cancerogeni del
PFOA nel ratto sono solo parzialmente delucidati, e di dubbia

rilevanza per 'uomo

E possibile escludere che la genotossicita abbia un ruolo nella
cancerogenesi del PFOA?

| PFAS sono non genotossici in vitro e in vivo ssssp “there is
strong evidence that direct genotoxicity is not a mechanism
of PFOA carcinogenicity” (IARC, 2016)
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Meccanismo indiretto di genotossicita dei PFAS:
induzione di stress ossidativo

“PFOA alone will not lead to ROS production because of its
metabolic stability, but ROS production may result from
metabolic perturbation by PFOA” (IARC, 2016)

Possibili meccanismi per la formazione di ROS da PFOA/PFAS:

e Diminuita capacita antiossidante (modulazione
dell’espressione genica di geni rilevanti per la protezione dal
danno ossidativo)

e Disfunzione dell’attivita mitocondriale
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Evidenze di danno ossidativo indotto da PFAS

Aumentati livelli intracellulari di ROS (cellule HepG2)

Formazione di basi ossidate (8-idrossideossiguanosina,
80HdG) in vitro (PFOA, cellule HepG2) e in vivo (PFNA, in
zebrafish; PFOA, nel fegato di topo e ratto

“overall, the role of PFOA-related oxidative stress in
carcinogenicity remains unclear” (IARC, 2016)
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Accordo di collaborazione ISS — Regione Veneto

UO2 (Reparto di Tossicologia Genetica)

e Valutazione degli effetti genotossici indotti in vivo dallo stress
ossidativo prodotto dalla esposizione prolungata a PFAS

* Individuazione di biomarcatori di stress ossidativo applicabili
nel biomonitoraggio
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Disegno sperimentale

Controlli negativi Trattati Controlli positivi

Acqua PFOA MMS 40 mg./kg b.w
0,1/ 1/5 mg/kg b.w.

PFBA
5 mg/kg b.w.

K 5 settimane } KTO, T24, T45 sacrificio 48h )

! !

Campioni
fegato, milza, testicoli, epididimo, sangue, siero

Analisi
Livelli sierici PFAS, peso organi, tossicita epatica, danno al
DNA, attivazione della risposta al danno al DNA,
funzionalita mitocondriale, espressione genica, profilo
metabolico




Livelli di PFAS nel siero dopo 5 settimane (ng/g)
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Peso degli organi
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Effetti sulle cellule epatiche

Apoptosi e necrosi Proliferazione cellulare
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Danno cromosomico: test del micronucleo

reticolociti
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Il profilo metabolico in topi trattati con 5 mg/kg PFOA
mostra una drammatica riduzione del glicogeno e del
glucosio e un aumento di acetato che indica una
alterazione nel metabolismo del glucosio e un deficit
nella funzionalita mitocondriale, con inibizione della
gluconeogenesi e aumento della glicolisi.
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| mitocondpri bersaglio dei PFAS: possibile MoA

PFAS

I

Depolarizzazione della membrana mitocondriale

l

Disaccoppiamento della fosforilazione ossidativa

I

Aumentata produzione di specie reattive dell’'ossigeno

I

Stimolazione della biogenesi mitocondriale
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Conclusioni

| mitocondri sono un importante bersaglio di contaminanti
ambientali. Nell'uomo un aumentato numero di copie di
mtDNA e associato alla esposizione ad inquinanti ambientali

Nel nostro studio I'esposizione a PFOA attaverso l'acqua da
bere ha indotto nel topo un aumento nel numero di copie di
DNA mitocondriale (mtDNA), che indica una stimolazione
compensativa della biogenesi mitocondriale, probabilmente
secondario alla overproduzione di ROS
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Conclusioni

Ulteriore lavoro sperimentale e in corso per chiarire il
meccanismo sottostante 'effetto dei PFAS sulla funzionalita
mitocondriale, e per valutare la possibile applicazione del
mtDNA cn come biomarcatore di effetto precoce nel
biomonitoraggio umano della esposizione a PFAS
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Accordo di collaborazione ISS — Regione Venet
“Supporto tecnico scientifico, analitico e consultivo per
I’Analisi di rischio correlato alla contaminazione da PFAS di
matrici ambientali e filiera idro-potabile in talune circostanze
territoriali, e potenziale trasferimento di PFAS alla filiera
alimentare e allo studio di biomonitoraggio.”
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