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XENOBIOTICI:

Composti chimici che si trovano in un organismo, ma che non sono naturalmente
prodotti o presenti in quell’organismo

esempi: farmaci, additivi alimentari, inquinanti, tossine, micro- e nanoplastiche, pesticidi, POPs, PHAs, ecc.

Gli xenobiotici inoltre hanno un metabolismo comune nell’'uomo
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MICROPLASTICHE derivate dagli alimenti:

Residui di plastiche reltive alla catena alimentare, dalla contaminazione dei suoli
destinati all’agricoltura fino al packaging.
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Il percorso delle MICROPLASTICHE (MNPs)

Plastiche

]
= 4

MNPs

Covello et al., 2024 https://doi.ora/10.3390/cimb46030168
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Come studiare il Risk Assessment verso il microbiota intestinale
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Evoluzione dei modelli intestinali in vitro

Differenti modelli per differenti applicazioni

SINGLE BATCH Reading model SHIME ProDigest PolyFermS con “mock community”
(Gibson et al. 1988) (Van den Wiele et al., 2010) (Zihler Berner et al. 2013)
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La piattatorma MICODE

SIMULAZIONE in vitro della DIGESTIONE INTESTINALE

/ Fermentazione colonica MICROBIOTA E METABOLOMA |
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bifidogenica; Indice prebiotico; Biodiversita; etc... indolo/skatolo; Prduzione fenolo/p-cresolo; Bioattivi; etc...
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Mix di microplastiche (1:1 w/w) =
microsfere polistirene (3 um @)
(Polysciences, USA) +
microsfere polietilene (1-4 pum @)
(Cospheric LLC, USA)

Q.ta max 5 g/week MP/persona.
Q.ta max a pasto = di 0.166 g.
Ampio intervallo di stima riportato
in letteratura

Campioni, tempi @ analisi

—

1 mL di acqua MilliQ® + 0.166 g

o % di mix di microplastiche

1 mL acqua MilliQ®

(B

o % 1 mL di acqua MilliQ®+ 0.033 g

di mix di microplastiche
Table 1. Concentration (mg/g dry weight) of PE and PS MPs in MICODE vessels (mean

values+SD, averaged over the duration of the experiment).

Sample PS PE PS+PE
mix 0.166 3.8£1.9 1.40.7 5.2
mix 0.033 0.7£0.5 0.5+0.1 1.2
water <LOQ <LOQ <LOQ

LOQ (Limit of Quantitation) was 0.5pg and 4.5ng for PS and PE, respectively.
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Microbiota estratto
e purificato
da campioni fecali di
3 soggetti sani
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Protocollo generale del lavoro
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mix 0.166 g mix 0.033 g acqua

Y

Digestione gastroduodenale Infogest®

48 ore fermentazione
3 tempi di prelievo
2 repliche biologiche
3 repliche tecniche
pH 5.75
DO,0.0-0.1%
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Alcuni RISULTATI su popolazioni microbiche selezionate

core microbiota i benefici i opportunisti

Firmicutes e Bacteroidota sono i due phyla Gruppi «probiotici» di prima e seconda Gruppi opportunisti e patobionti, pro-
principali e costituiscono '85% del microbiota generazione, produttori di butirrato e regolatori infiammatori, marcatori di disbiosi, marcatori
totale. Il loro rapporto < 2 indica eubiosi del muco epiteliale proteolitici e disruttori di membrana
eNEguuEEREmy

intestinale e salute
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*  Simile carica dei batteri totali - Forte aumento significativo
[} H H 1 . . . .o . .
Firmicutes aumenta con mix 0.166 *  Forte riduzione significativa ATOP > E. coli > Enterob > Clos | > Desulf

* Aumento significativo di Lactobacillales
* Nessun effetto su Bacteroides
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Alcuni RISULTATI su composti microbici principali
Composti negativl

Composti benefici

e"" NmpuNgguy

I

2 1.0 =
: | [O] Acetic acid
- [B Propanoic acid
= H Butanoic acid
r [@ Pentanoic acid
. 0.6 | @ Hexanoic acid
B B Octanoic acid
o [B] Nonanoic acid
Valori di baseline S
" co02
Composto mg/kg + SD L] % ’
]
Acetic acid 15a4:1172| g § 2 PASELNE
N
Propanoic acid | 0.537 £ 0.387 bl
m E02
Butanoic acid | 0.346 +0.228 m O
2
Pentanoic acid | 0.237 £0.224 u
[ ]
Hexanoic acid | 0.153 £ 0.147 m -06 1 B
Cc
Octanoic acid | 0.061 = 0.070 u EI
[
Nonanoic acid | 0.034 +=0.037
[ | e
" -0 t o @
* mix 0.166 L 4

Regolatori omeostatici
Anti-infiammatori
Immunustimolanti

Metabolismo energetico
Regolatori ormonali

Funzionalita assi cervello e fegato

Nogal et al., 2021
Leblanc et al., 2017

Qpugguunnps®

Standard =10000 ppm
acetic:propanoic:butanoic
(LOQ =0.03 mg/kg and
LOD = 0.01 mg/kg)

Di Cagno et al., 2017
Bonfrate et al., 2020

mix 0.033

water

VA

Acetic acid: p = 0.0033
Propanoic acid: p = 0.0014
Butanoic acid: p = 0.0030
Pentanoic acid: p = 0.0005
Hexanoic acid: p = 0.0066
Heptanoic acid: p = 0.0009
Octanoic acid: p =0.0013

ANOVA

“II..-IIIIII.

‘
& - [@ Phenol
i : B p-Cresol
u Phenol, 2,4-bis(1-methylethyl)-
- M Indole
: 08 [@] Phenol, pitert-butyl-
]
=
=
0.6
. 3
m O
3
= =
s go4 0
Valori di baseline a E @ .
3 §
Composto mgkg=SD| B Z
Phenol o1s0=0033| ¥ B
| | 0.2
p-Cresol ezt o % @ + s
Phenol, 2 4-bis(1-methylethyl)- | 0.382 = 0.148 n ‘ B 0
Tndole 10520832 | g a é o % E"l‘l
Phenol, p-tert-butyl- 010120044 | W 0.0 |BASELINE @ I 1
|
| . ;
* mix 0.166 L/ mix 0.033 water

Putrefazione proteica
Cataboliti di TRP, TYR
Pro-infiammatori
Citotossici

Epatotossici
Genotossici

Disruttori di membrana

Wang et al., 2020
Jennis et al., 2018

®ssEmEsEEggus

Standard = 10.000 ppm phenol
(LOQ =0.03 mg/kg and
LOD =0.01 mg/kg)

Di Cagno et al., 2017
Bonfrate et al., 2020

VA

Phenol: p = 0.0028

p-Cresol: p = 0.0063

Phenol, 2,4-bisl-: p =0.0013
Indole: p =0.0016

Phenol, p-tert-butyl-: p = 0.0036
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Il cluster B2 € quello che spiega
meglio I'effetto negativo delle MP
sul microbiota

<

In particulare, ci sono forti
correlazioni positive significative fra
p-cresolo, indolo e fenolo, p-tert-
butile verso ATOP group (p = 0.72,
0.73,0.89), e fra P24B
verso Enterobacteriaceae and E.
coli (p =0.80 and 0.77)

RESULTATI delle correlazioni
os_as ?

Penta

Prop

Acetic

Hexa
Nona
Octa
Buta
P24B
pCres
PPTB

Phen

Indo

La scarsa produzione di SCFA e
MCFA e correlata alla riduzione
delle popolazioni benefice che le
producono

¥

L'unica correlazione postiva
significativa del butirrato e verso
Lactobacillales, che aumenta la sua
abbonanza in presenza di mix
0.166 (p = 0.82)
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(Il mix di MPs ha una rzsposta negativa a sul mzcrobzota in concentrazione dzpendente]

//" This study serves as a "\,

mix 0.166 < mix 0.033 < acqua

1) Disbiosi e riduzione muco

2) Aumento rapporto F/B
3) Effetto negativo Clostridi (aumento Clos I/Clos IV)
4) Aumento batteri proteolitici e pro- infiammatori (Enterob e ATOP)
5) Aumento disruttori di strato mucoso (Desulfovibrio)
6) Riduzione probiotici 24 gen. (Faecalibacterium e Akkermansia)
7) Riduzione probiotici (Bifidobacterium)
8) Riduzione metabolite benefici (SCFAs e MCFAs)

9) Aumento metaboliti negativi (p-Cresolo e indolo)

Analisi metagenomiche e modello con interazione cellulare

UL TELELIEE The 3 R’s of Animal Research ... __ N

Reduce Replace

pre-clinical basis and '
\_ can be validatedby //
*~=_in vivo trials

(EU 2010/63)

ThlS study save SR\
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