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Premessa

Lo scopo di questatesi € quello di verificare se I’ assorbimento e I’ esposizione ad
elevate concentrazioni ambientali di metalli pesanti quali il rame e il cadmio
possano influire sull’ espressione del messaggero della superossido dismutas a
rame e zinco nel tessuto intestinale di un teleosteo antartico, Trematomus hansoni.
| pesci sono stati esposti ad elevate concentrazioni di questi metalli e, mediante
metodiche chimiche e biomolecolari si sono ricavati del dati per mettere in

evidenza eventuali differenze frai pesci trattati e non.



1. INTRODUZIONE

1.11 pesci antartici

Delle circa 20.000 specie di pesci esistenti @ mondo, solo circa 120 sono state
trovate a sud della Convergenza Antartica e molte sono esclusive di questa zona.

Il gruppo dominante e quello appartenente al’ ordine dei Perciformi e allafamiglia
dei Notothenioidei.

L’ ambiente antartico € noto per le sue basse temperature sia delle terre emerse che
delle acque. Nei primi 50 m di profondita delle acque si sono registrati valori che
vanno da quasi -2°C durante la stagione invernale ai 4°/5°C durante |la stagione
estiva (Palmisano e Sullivan, 1985).

L e basse temperature delle acque costituiscono un pericolo di congelamento per i
teleostel antartici, i quali, tuttavia, hanno evoluto alcune risposte adattative atte a
fronteggiare questa caratteristica ambientale. La prima consiste in una elevata
concentrazione, rispetto ai pesci di acque temperate, di NaCl nel liquidi interni e
la seconda nella capacita di produrre glicoproteine anticongelanti in grado di
abbassare a-2,2°C lasogliadi formazione di cristalli i ghiaccio (De Vries, 1978).
Le basse temperature, inoltre, favoriscono I’aumento della viscosita dei liquidi
corporei, accrescendo lo sforzo a carico dell’ apparato cardiocircolatorio ed il
dispendio di energia. Tuttaviai pesci antartici Sl sono adattati a questa situazione,
riducendo il contenuto di emoglobina e di eritrociti nel sangue facilitandone

quindi lacircolazione.

1.2 Trematomus hansoni

E un teleosteo appartenente allafamiglia Nototheniidae e al’ ordine Perciformes.
Le sue dimensioni possono raggiungere i 42 cm e s nutre di piccoli pesci,
policheti, copepodi, isopodi, piccoli gasteropodi, krill e altri organismi
appartenenti al’ ordine Euphausiacea, molto diffusi nelle acque fredde e polari.

Il corpo e di colorazione brunastra con grandi macchie scure sul corpo, sullatesta

e sulle pinne.



La sua distribuzione batimetrica € compresafrai 6 ei 549 m (Everson, 1984) e lo
si puo trovare nell’ Oceano del Sud, nei Mari di Davis e di Wedde!.
Trematomus hansoni € un pesce che presenta una conformazione dell’ apparato

digerente propriadel teleostei.

Fig. 1.1 Trematomus hansoni

1.3 L 'apparato digerente del Teleoste

| teleostel sono dotati di un tubo digerente e di ghiandole annesse, fegato e
pancreas. |l tubo digerente si divide in tratti successivi in cui i limiti sono piu o
meno determinati (Harder, 1995).

* intestino cefalico o bucco faringeo che inizia con la rima buccae e termina a
livello dell'ultimo paio di archi branchiali.

* Intestino anteriore che comprende I'esofago e lo stomaco.

* Intestino posteriore che comprende I'intestino cieco e lacloaca.

Digestione gastrica. La digestione globale (gastrica + intestinale) € comunque
molto lenta, la duratavadai 2 ai 6 giorni ed € influenzata dalla temperatura. Da
studi fatti non sembra possa esserci nel pesci una secrezione gastrica psichica,
condizionata ciog, come nei mammiferi, dagli organi di senso (vista-olfatto-udito).
Quindi essa dipende solamente dal contatto fisico-chimico con gli alimenti.
Intestino medio e posteriore. Sono l'intestino propriamente detto eil retto.
Nell’intestino si distinguono una tunica mucosa e una muscolare.

e mucosa: l'epitelio del'intestino medio e semplice e prismatico, quello
dell'intestino posteriore € stratificato. Le cellule presenti sono le principali,

mucose e di sostegno;



* sottomucosa: e di connettivo lasso e fibroso e in acuni tratti tra le sue maglie
sono infiltrati i leucociti, tanto da esser comparata ad un tessuto linfoide. Le sue
fibre muscolari lisce, organizzate in fasci, costituiscono la muscolaris mucosae
distinta dalla tunica muscol are propriamente detta molto vascolarizzata.

* muscolare: s continua senza cambiamenti con quella dell'intestino anteriore e
comprende uno strato interno ad andamento trasversale e uno esterno
longitudinale.

L'intestino presenta dei rilievi non sempre apprezzabili ad occhio nudo. Le pliche
rettilinee possono essere longitudinali o trasversali. L’organizzazione della
mucosa intestinale nei pesci & estremamente variabile anche tra specie vicine e
nell'ambito della stessa specie. Non sembra esser legata al tipo di aimentazione;
la medesima organizzazione di papille, pliche s ritrova in pesci erbivori,
limnivori ed onnivori.

La lunghezza e la forma dell’ intestino é variabilissima e dipende dalla forma del
corpo, dallo sviluppo della vescica natatoria, dallo sviluppo o atrofia muscolare a
seconda che il pesce sia buon nuotatore o sedentario ecc.

[l retto o intestino terminale si distingue esteriormente dell'intestino medio per il
suo diametro inferiore e per la sua consistenza maggiore dovuta allo strato
muscolare circolare piu spesso. La mucosa e organizzata in pliche longitudinali
con epiteli di tipo stratificato.

1.4 Metalli pesanti

La maggior parte dei metalli pesanti non sono di importanza biologica. Tuttavia,
almeno 12 sembrano essere essenziali per le funzioni biologiche: vanadio, cromo,
manganese, ferro, cobalto, nichel, rame, zinco, arsenico, selenio, molibdeno e
stagno (Mertz 1981). Sebbene siano essenziai per il metabolismo, diventano
tossici quando superano una certa concentrazione citoplasmatica. Le cellule sono
in grado di percepire i cambiamenti nelle concentrazioni citoplasmatiche dei
metalli e di coordinare |'espressione dei geni che sono coinvolti nell'assorbimento,
nella distribuzione, nel sequestro e nell'utilizzo dei metalli (Rutherford e Bird,
2004). | metali pesanti, se considerati come atomi singoli, S trovano legati a



diversi componenti (metallocomplessi) che variano continuamente per struttura e

concentrazione.

1.5 Rame

E un metallo che nell'organismo svolge molteplici funzioni biologiche trale quali
e il cofattore della superossido dismutasi, un enzima che trasforma il radicae
superossido (¢Oy) in perossido di idrogeno. Il rame é inoltre un componente
essenziale di una trentina di enzimi e co-enzimi tra i quali quelli coinvolti nel
legame dell’ elastina e collagene nel tessuto connettivo, nelle vie di formazione dei
pigmenti , nella catena respiratoria dei trasportatori degli elettroni (Linder, 1991,
Cox 1995).

Il rame, una volta assunto, attraverso il cibo e I'acqua, viene assorbito dallo
stomaco e dal primo tratto dell'intestino; passa nel sangue legandosi a delle
proteine, ceruloplasmine ed albumine, quindi viene portato verso il fegato e
distribuito ai vari organi (Grosell 2002).

Il rame e un elemento essenziale, ma allo stesso tempo, se presente in eccesso nei
tessuti, puo risultare tossico, favorendo la formazione di radicali liberi (Halliwell
1994).

1.6 Cadmio

E un oligodemento che non riveste alcun ruolo biologico all’interno
dell’organismo. Esso, come anche i suoi composti, € tossico perfino a basse
concentrazioni, tendendo ad accumularsi negli organismi e nell’ ambiente.

Il cadmio fu scoperto nel 1817 e nel corso degli anni divenne sempre piu
disponibile per molti impieghi a livello industriale, divenendo perd anche
elemento ubiquitario nella biosfera e arrecando molti effetti negativi ala salute di
tutti gli organismi. A causa della sua ormai vasta diffusione, il cadmio puo essere
ingerito ed assorbito nel tratto gastrointestinale, accumulandosi preva entemente

nel fegato e nel reni di qualsiasi organismo (Andersen 1984).



Il cadmio puo legarsi agli acidi nucleici o ale proteine. L’ affinita per il cadmio di
queste ultime risulta essere maggiore rispetto agli acidi nucleici, grazie
al’instaurazione di legami con i residui di cisteina. Legami molto forti li instaura
con le metallotioneine, proteine a basso peso molecolare ricche di cisteine. Negli
acidi nucleici, gli ioni cadmio come anche quelli rame, si legano nella parte della
molecola contenente azoto (Andersen 1984).

L’ assorbimento da parte del tratto gastrointestinde del cadmio non avviene
sempre con le stesse modalita. 1l suo assorbimento e accumulo € influenzato dalle
concentrazioni e dai tempi di esposizione nonché dalla forma chimica. Studi
scientifici hanno dimostrato che |’ esposizione a cadmio legato ad acune molecole
come EDTA non interferisce sul normale metabolismo cellulare poiché il metallo
legato ad un chelante come I’'EDTA perde la sua potenziae tossicita (Muller et
al., 1994).

E stato inoltre proposto che il Cd inibisca il 111° complesso della catena
respiratoria, facilitando la generazione dell’anione superossido (Wang et al.,
2004).

1.7 Le speciereattive dell’ ossigeno (ROS)

All'interno delle cellule, in seguito ala riduzione parziale dell’ossigeno, s
generano naturalmente del metaboliti di “scarto”. Si tratta delle specie resttive
dell’ ossigeno (ROS), le quali se prodotte in quantita minima aiutano le cellule del
sistema immunitario, in particolare i macrofagi, nella difesa contro i batteri. Se i
radicali liberi vengono prodotti in eccesso, come in presenza di xenobiotici quali i
metalli pesanti, possono provocare danni cellulari fra i quali I’ aterazione degli
acidi nucleici, I’ossidazione dei lipidi membrana, |’ alterazione nella sintesi di
ATP, ladegradazione delle proteine e |’ inattivazione degli enzimi.

Da punto di vista chimico, le ROS (anione superossido O, raicale idrossile
*OH, perossido di idrogeno H,O,) sono molecole particolarmente instabili che
tendono a ricercare un equilibrio interagendo con gli elettroni delle molecole con
cui vengono a contatto (Shull et al., 1991). Le ROS prodotte vengono eliminate da
enzimi antiossidanti ma anche da composti antiossidanti non enzimatici. Tra gli
enzimi citiamo le superossido dismutasi, e glutatione perossidasi, la catalasi. Fra



le sostanze antiossidanti non enzimatiche ci sono gli aminoacidi, le vitamine A, C

(acido L-ascorbico) ed E (tocoferolo), il coenzima Q10, il glutatione.

1.8 La superossido dismutas arame e zinco

La superossido dismutas a rame zinco (Cu/Zn-SOD) e un metaloenzima
citoplasmatico ubiquitario delle cellule. Essa catalizza la dismutazione dell'anione
superossido (*O;) in ossigeno molecolare (O,) e perossido di idrogeno (H20,)
attraverso reazioni di ossido-riduzione che coinvolgono gli ioni rame, presenti nel
sito attivo della molecola:
20, + 2H" — H,0, + 02
A suavoltail perossido di idrogeno, grazie agli enzimi catalasi (CAT) e glutatione
perossidasi (GPX, selenio dipendente), viene trasformato in ossigeno e acqua:
2H,0, — 2H,0 + O,

Lacatalisi halafunzione di proteggere le cellule dagli effetti tossici del perossido
di idrogeno (H»O,) ed &€ un enzima estremamente importante nella risposta
dell'organismo allo stress ossidativi (Halliwell e Gutteridge, 1984). Infatti, in
presenza di ioni metallici con proprieta redox, come Fe?* e Cu?*, il perossido di

idrogeno puo essere convertito attraverso la reazione di Fenton nel radicale

idrossile (*OH"), una specie molto piu reattivadel perossido di idrogeno:
H,0,+ Fe" — OH + +OH + Fe "

Fig. 1.3 Sruttura tridimensional e della Cu/Zn-SOD



3MATERIALI EMETODI

3.1 Organismi utilizzati

Gli esemplari utilizzati in questa ricerca appartengono alla specie Trematomus
hansoni e sono stati catturati a Baia Terranova durante la X X12 Spedizione Italiana
in Antartide.

Gli organismi sono stati stabulati in vasche termostatate a -2°C. Alcuni esemplari
non sono stati sottoposti ad alcun trattamento per utilizzarli come controlli. In
altre vasche e stato disciolto CdCl, (0,89 uM) ein atre CuCl;, (1,57 uM).
Trascorsi cinque giorni, i pesci sono stati sacrificati € sono stati isolati in loco
diversi organi e tessuti tra i quali anche I'intestino, preso in considerazione da
guesto studio. | reperti sono stati congelati in azoto liquido e poi conservati a

-80°C fino al loro utilizzo.

3.2 Estrazione e quantificazione dell’RNA totale da intestino

di Trematomus hansoni

| campioni congelati di tessuto intestinale sono stati omogenati con dei pestelli in
un Iml di TRIzol, un reagente contenente guanidina isotiocianato, che lisa le
cellule, e fenolo, che serve per I’ estrazione fenol o-cloroformio dell’ RNA.
All’omogenato sono stati aggiunti 200 ul di cloroformio e si e lasciato incubare a
temperatura ambiente per tre minuti. Il cloroformio separa gli acidi nucleici dal
resto degli organuli cellulari. 1l processo e stato completato con una
centrifugazione a 11600 x g a4°C per 15 minuti.

Nelle eppendorf sono state evidenziate tre fasi a diversa densita e quella acquosa
piu in superficie, contenente I'RNA, e stata recuperata ed incubata con 0,5 ml di
alcool isopropilico ciascuna a temperatura ambiente per 10 minuti, affinché
I"RNA precipitasse.

Nuovamente si e centrifugato a4°C per 10 minuti a 11600 x g per far sedimentare
I"RNA. L’acool isopropilico e stato rimosso el pellet di RNA é stato lavato con
Iml di etanolo 75%, poi rimosso. |l pellet ottenuto € stato lasciato asciugare a
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temperatura ambiente e successivamente risospeso overnight in acqua RNAase
freea4°C.

Una volta risospeso, I'RNA deve essere quantificato. | campioni sono stati
incubati a 55-60°C per 10 minuti per permettere la denaturazione, poi sono stati
collocati immediatamente in ghiaccio. Ciascun campione é stato diluito 1:500 in
acqua DEPC (dietilpirocarbonato) e si sono effettuate le letture di assorbanza allo
spettrofotometro a 260 nm (Azeo) € a 280 nm (Azgp). Seil rapporto tra Asgo € Ao
non risultava 1,6-1,8 la soluzione non era sufficientemente pura e pertanto
| estrazione venivaripetuta.

| vaori ottenuti alo spettrofotometro permettono anche di ricavare la
concentrazione di RNA espressain ug/ul mediante la seguente proporzione:

1: 40 pg/ml = Ay : X, dove 1 unita di densita ottica corrisponde ad una
concentrazione di RNA pari apg/ml.

Ottenuti tutti i valori di assorbanza si € verificata I'integrita dell’RNA mediante
elettroforesi in gel d’ agarosio-formaldeide.

Al termine della corsa le bande sono state evidenziate sotto raggi UV mediante
“colorazione” con una soluzione contenente bromuro di etidio.

In caso di RNA integro s vedono due bande nette corrispondenti al’RNA
ribosomale 28S e 18S. L’'mRNA non € visibile perché costituisce una percentuale

minimadel totale. | campioni utilizzati sono stati conservati in freezer a-80°C.

3.3 Purificazione ddlI’'mRNA da RNA totale e

retrotrascrizione del cDNA

La purificazione dell’RNA messaggero € stata ottenuta grazie a kit commerciale
NucleoTrap® mRNA (Macherey-Nagel) seguendo il protocollo della ditta
produttrice.

Per lasintesi del cDNA a4 ug, ovvero 4ul di mRNA sono stati aggiunti 1 pl di
oligo(dT) primer e una mix contenente:

6,1 ul acqua DEPC

4 ul improm Il 5% reaction buffer

2,4 ul MgCl, 25 mM
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1 pl dNTP mix

0,5 pl recombinant RNAsin ribonuclease inibitor

Per favorire la denaturazione degli acidi nucleici i campioni sono stati incubati per
5 minuti a 70°C e poi 5 minuti a 4°C. Prima di inserire le provette nel
termociclatore per iniziare la reazione di retrotrascrizione, ad oghuna e stato
aggiunto 1 pl Improm 1l riverse transcriptase, I’ enzimadi reazione.

Il programma del termaciclatore € stato il seguente:

25°C per 5 minuti

42°C per 60 minuti

70°C per 15 minuti

Al terminei campioni sono stati trasferiti a-20°C.

3.4 Amplificazione del cDNA

Nella fase successiva il cDNA retrotrascritto € stato amplificato, mediante PCR,
che consiste in una simultanea amplificazione di piu frammenti di DNA di
interesse in un’ unica reazione, utilizzando piu coppie di primers. Questatecnica é
stata utilizzata per I'analisi semiquantitativa dell’espressione dei geni della
Cu/Zn-SOD. | primers utilizzati per amplificare il trascritto che s vuole
quantificare, vengono utilizzati unitamente a primers che amplificano un
trascritto di un gene housekeeping (in questo caso la B-actina). | segnali
provenienti dall’amplificazione del cDNA della Cu/Zn-SOD vengono, quindi,
normalizzati coni segnali dell’amplificazione del cDNA dell’ actina

A 5ul di cDNA e stata aggiunta una mix fino ad un volume finale di 50ul cosi
composta

29ul di acqua sterile

5ul di RB buffer

0,75ul MgCl,

2ul ANTP

2 ul SOD reversel primer

2 ul SOD forwardl primer

2 ul ACT reversel primer

2 ul ACT forwardl primer
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Gli oligonucleotidi usati come primer reverse e forward per I’amplificazione della
Cu/Zn-SOD sono stati disegnati sulla sequenza del cDNA della Cu/ZN-SOD di T.
hansoni. La sequenza degli oligonucleotidi e la seguente:

primer reverse SOD RE1  5'-ggatgggacaaggttaagca-3’

primer forward SOD FW1 5 -ttgggcgtcctttgaaacta-3'

Gli ologonucleotidi per I'amplificazione dell’actina sono stati costruiti sulla
sequenza del corrispondente cDNA di T. hansoni.

primer reverse ACT RE 5’ -gagcctcecgatccagaca-3’

primer forward ACT FW  5'-cctggacttcgagcagga-3'

Prima di aver posto i campioni nel termociclatore venne aggiunta a ciascuno
0,25ul di Tag polimerasi.

Il programma del termociclatore € stato il seguente:

94°C per 2 minuti

94°C per 1 minuto

55°C per 1 minuto

74°C per 2 minuti

Al termine dei cicli 24 e 30 sono stati prelevati 10 pl di soluzione e posti a-20°C.
Lo scopo dei prelievi € quello di seguire successivamente una curva di accumulo
dell’amplificato e ricavare un valore attendibile dei livelli di mMRNA espresso.

E stata poi alestita un'elettroforesi dei prodotti di RT-PCR con aliquote
dell’amplificato piu dei pozzetti contenenti un marker quantitativo necessario
nella determinazione della lunghezza e della concentrazione della banda.

Al termine della corsail gel € stato colorato con bromuro di etidio e visuaizzato
tramite Biorad in cui si sono notate due bande per ogni pozzetto, una attorno alle
200 pb corrispondente ala B-actina e una attorno alle 500 pb corrispondente alla
Cu/Zn-SOD.

3.5 Quantificazione del metalli edelle proteinetotali

Circa 200 mg di tessuto sono stati omogenati in un tampone specifico per ottenere
I estratto cellulare

Per 50 ml di tampone di omogenei zzazione sono serviti:

0,02081g EDTA
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0,0077g 1,4-Ditio-treitolo (DTT)

8,5575( saccarosio

0,559g KClI

30-40ml Tris-HCl

E stato aggiustato il pH a7,6 e si & portato a volume.

Ad ogni campione si & aggiunto un volume di tampone di omogeneizzazione pari
aquattro volteil peso dei campioni espresso in grammi.

| campioni sono stati omogenati utilizzando il Polytron (PT 30.000 Kinematica) e
poi centrifugati per 50 minuti con centrifuga Beckman con rotore JA a 20000xg a
4°C.

Si sono prelevati | surnatanti e si sono mantenuti in ghiaccio per la determinazione
delle proteine totali e per il contenuto di metalli.

La quantificazione totale delle proteine e stata effettuata con il metodo di Lowry
(Lowry et al., 1951) che s basa sulla reazione dei gruppi fenolici dei residui
tirosinici delle proteine con il reattivo Folin-Ciocalteau. Questa reazione e
sensibile a concentrazioni comprese tra 5-100 pg in 0,2ml di campione.
L’ abuminabovina (1mg/ml) viene usata come standard.

La concentrazione proteica di ciascun campione, espressa in mg/ml, e stata
calcolata utilizzando una retta di taratura costruita utilizzando quantita note e
crescenti di standard proeico (BSA 1 mg/ml in tampone di omogeneizzazione) e
relativi valori di assorbenzaa 750 nm.

Per il dosaggio dei metalli (Cu e Cd) il supernatante ottenuto dopo la
centrifugazione dell’ omogenato é stato opportunamente diluito con acqua milliQ.
La determinazione é stata effettuata mediante spettrofotometro ad assorbimento
atomico a fiamma (Perkin-Elmer mod. 4000). La quantita di metalli misurata e
stata normalizzata con il contenuto di proteine totali (ug metallo/mg proteine
totali).

3.6 Analisi statistiche

| valori ottenuti sono riportati come media + deviazione standard. La presenza di

differenze statisticamente significative tra i vari gruppi di campioni é stata
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verificata mediante |’ analisi della varianza ad una via (ANOVA) seguita dal test
di Student-Newman-Keuls.
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4 RISULTATI

Negli esemplari trattati con il cadmio la concentrazione intracellulare di rame
nell’intestino di Trematomus hansoni precipita a valori vicini alo zero (Fig 4.1).
Negli stessi esemplari, la concentrazione di cadmio, invece, € molto elevata
rispetto ai controlli (Fig. 4.2).

| pesci esposti ad rame non mostrano variazioni statisticamente significative di
rame e cadmio rispetto ai controlli, nonostante le concentrazioni medie subiscano
un lieve decremento per entrambi i metalli, in particolare per il cadmio (Figg4.1 e
4.2).

1,0 - a
0,9 -
0,8 -
0,7 - a
0,6 -
05 - (
0,4 -

0,3 - b
0,2 -

0,1
0,0

Cu (ug/mg di proteine)

Controlli Trattati Cd Trattati Cu

Fig. 4.1 Confronto fra i contenuti di rame fra gli esemplari controllo, trattati con il cadmio e
trattati conil rame per 5 giorni in acque contenenti 100ug/L di ciascun metallo

Lettere diverse corrispondono a differenze statistiche significative per p < 0,05.

Per quanto concernei livelli del messaggero della superossido dismutasi arame e
zinco nell’intestino di Trematomus hansoni, in seguito a trattamento con i metalli
rame e cadmio, si evidenzia un leggero decremento, sebbene le differenze rispetto
a controlli non siano statisticamente significative. Il decremento e piu evidente
nei pesci trattati con il cadmio (Fig. 4.3).
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0,0030 +

0,0025 +

0,0020 +

0,0015 +

0,0010 ~

Cd (ug/mg di proteine)

0,0005 -

0,0000 -

Controlli Trattati Cd Trattati Cu

Fig 4.2 Confronto fra i contenuti di cadmio fra gli esemplari controllo, trattati con il cadmio e
trattati conil rame per 5 giorni in acque contenenti 100ug/L di ciascun metallo
Lettere diverse corrispondono a differenze statistiche significative per p < 0,05.

Cu,ZnSOD mRNA (u.a.)
PR NN W oW
o [6)] o [6)] o (6)]

o
6]
I

o
o
|

Controlli Trattati Cd Trattati Cu

Fig 4.3 Espressione dell’mRNA per la Cu/Zn-SOD ndl’intestino. Confronto fra esemplari
controllo non trattati ed esemplari che sono stati esposti 0 solo a cadmio o solo a rame per 5
giorni in acque contenenti 100ug/L di ciascun metallo.

Lettere diverse corrispondono a differenze statistiche significative per p < 0,05.
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5 DISCUSSIONE

5.1 Cadmio

L’esposizione al Cd comporta, negli animali da noi utilizzati, un aumento di
questo metallo nelle cellule dell’intestino. Risultati simili sono stati ottenuti in
diversi organi etessuti di vari organismi trattati sperimentalmente con Cd (Revise
Osborne, 1984; Reeves et al., 2005; Frazier, 1979).

E’ stato osservato che il cadmio, nei pesci, tende ad accumulars: maggiormente
nella mucosa intestinale, nei reni, nello stomaco, nel fegato e nelle branchie (Van
Campenhout et al., 2004; Fox , 1979). A livello intestinale, il cadmio, e il cloruro
di cadmio in forma meno accentuata, causano necrosi delle cellule assorbenti
(Fox, 1979).

L’accumulo di Cd nella cellula e spesso messo in relazione a legame di questo
metallo con le metalotioneine, che sono una famiglia di proteine a basso peso
molecolare ricche di cisteine che chelano i metalli, aiutando a contrastare gli
effetti tossici dei metalli pesanti. Inoltre mantengono I’omeostasi dei metalli
essenziali e sequestrano quelli non essenziali presenti in concentrazioni elevate
(Van Cleef-Toedt et al, 2001). Esse sono state anche proposte come biomarkers di
esposizione a metalli pesanti in pesci e atri organismi (De Smet e Blust, 2001,
Olsvik et al., 2001; Roesijadi, 1994).

5.2 Rame

Nel pesci trattati con il rame anziché evidenziare un maggior accumulo
intracellulare di questo metallo come avviene per il cadmio, la concentrazione di
rame misurata nel pesci esposti risulta essere leggermente inferiore a quella
misurata negli organismi controllo.

La diminuzione seppur lieve del contenuto di Cu in seguito ad esposizione a
guesto metallo € comunque stata verificata in altri esperimenti effettuati su altri
animali, quale il ratto (Oestreicher and Cousins, 1985) e Oncorhynchus mykiss
(Grosell et al., 1997).
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Anche in studi condotti su altri mammiferi e nel teleosteo Clarias gariepinus s
assiste ad un declino nell’efficienza di assorbimento di rame nell’intestino
all’aumentare dell’ esposizione alo ione (Linder, 1991, Buckley, 1996; Handy et
al., 2000). Hamilton e Smith (1978) hanno dimostrato che I'accumulo di rame
nella mucosa intestinale viene inibito anche quando gli organismi sono esposti a
concentrazioni di cadmio elevate. E stato dimostrato che il fattore limitante & il
trasporto basolaterale del metallo, in quanto si evidenzia un’alterazione del
simporto Cu/Cl". Pertanto il rame non riesce a raggiungere il sangue quando la
mucosa intestinale &€ a contatto con elevate concentrazioni di questo metallo, e
questo e considerato un meccanismo di difesa contro gli effetti tossici di un
eccesso di rame (Handy et al., 2000). Un’ eccessiva concentrazione intestinale di
rame, induce anche I’interruzione dell’ espressione del gene della proteina Cu-
ATPas che lega e trasporta il catione sempre a livello della membrana
basolaterale (Handy et al., 2000). Anche nel nostro studio, quindi, |’ esposizione
ad elevate concentrazioni di rame potrebbe aver attivato questi meccanismi
omeostatici.

E stato dimostrato che I'aggiunta di cadmio nella dieta di pesci, uccelli e
mammiferi anche a basse concentrazioni e per brevi periodi ti tempo (entro sette
giorni) fa precipitarei livelli di rame soprattutto nel fegato ed intestino, alterando
la capacita della mucosa di assorbire questi ioni e altri nutrienti. (Campbell and
Mills, 1974). In ogni caso, laletteratura ci dice quindi che I’ esposizione a cadmio
porta ad un deficit nell’accumulo di rame, come s verifica anche nei nostri
esperimenti. Sebbene il meccanismo con cui s verifica tale fenomeno non sia
ancora noto, s puo supporre che siano coinvolte proteine trasportatrici di
membrana, le quali potrebbero essere saturate dal cadmio o la cui espressione

potrebbe essere bloccata da questo metallo.

5.3 Cu/Zn-Superossido dismutasi

Per quanto riguarda la regolazione dell’ espressione genica della superossido
dismutasi a rame e zinco a livello dell’intestino, il trattamento con cadmio e con

rame sembrano non avere alcun effetto in Trematomus hansoni.

19



Si potrebbe ipotizzare che I'induzione del sistema trascrizionale del gene per la
Cu/Zn-SOD richieda tempi maggiori di trattamento (superiori ai cinque giorni)
oppure concentrazioni diverse da quelle utilizzate. In effetti, studi effettuati su
esemplari di Salmo trutta che vivono in ambienti in cui sono presenti
concentrazioni di Cd, Cu e Zn relativamente elevate (ma di molto inferiore a
guelle utilizzate nei nostri esperimenti), hanno mostrato livelli di Cu/Zn-SOD
MRNA piu ati rispetto ad esemplari della stessa specie che vivono in acque
povere di tali metali (Hansen et al., 2006). Potra quindi essere interessante
ripetere gli esperimenti sia utilizzando una dose inferiore di Cd o di Cu, sia
prolungando |’ esposizione per tempi maggiori.

Seppure I’ espressione del messaggero per la Cu/Zn-SOD non vari, |’ accumulo di
Cd che s verifica a seguito del trattamento con questo metalo influisce
negativamente sull’attivita cellulare di questo enzima. Infatti, presso il nostro
laboratorio s sono svolti dei dosaggi enzimatici dell’attivita della SOD
nell’intestino di T. hansoni da cui e risultato che |’ attivita enzimatica mostra una
diminuzione del 90% negli organismi esposti sperimentalmente al Cd (Eleonora
Sforza, 2007).

E" noto che i metalli sono responsabili dell’inibizione di molti enzimi, sia per
azione diretta del metallo sulla proteina, sia attraverso la formazione di radicali
liberi che producono ossidazione delle proteine (Shull et al., 1991). Inoltre e da
notare chei livelli di Cu nelle nostre condizioni sperimentali (trattamento con Cd)
si riducono fortemente e questo potrebbe portare ad una carenza che impedisce un
efficiente legame tra Cu e apo-SOD, con relativa diminuzione di attivita

enzimatica
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