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nale dato il costante aumento dellinquina-
mento ambientale, soprattutto marino.

La contaminazione del mare costituisce
un grave pericolo per la vita acquatica poi-
ché I'impatto degli inquinanti sui sistemi
endocrini pud incidere negativamente sulla

(apacita riproduttiva,

£ stato dimostrato infatti che gli xeno-
biotici possono influire sui meccanismi di
fecondazione e sviluppo con notevoli con-
seguenze sulle funzioni riproduttive nell’etd
adulta (Danzo 1997).

Tra gli xenabiotici pill noti si annoverano
metalli pesanti, erbicidi, pesticidi, fungicidi,
diossine e organotine (Wurl e Obbard
2004). Queste ultime e in particolare 1a tri-
butiltina (TBT) sono state utilizzate fin dagli
anni ‘60 per la loro azione biocida nelle ver-
nici antivegetative, composti atti ad impe-
dire I'adesione e la crescita di organismi
sulle superfici sommerse di imbarcazioni e
navi.

I| TBT é stato definito il prodotto pil tos-
sico mai riversato nell'ambiente (Goldberg,
1986) e pertanto dal 2001 la International
Maritime Organization (IMO, 2001) ha ban-

dito il suo utilizzo nelle vernici antivegetative.

Nonostante il divieto sia diventato defi-
nitivo dal 2008, gli effetti negativi del TBT
sulla salute umana e 'ambiente persistono
a causa dell'accumulo di questa sostanza
nei sedimenti, il seguente rilascio nell'am-
biente idrico, nonché Faccumulo nei tessuti
di organismi,

£ ormai comunemente riconosciuto (Ti-
tiey O'Neal etal., 2011) che unirreversibile
induzione di caratteristiche sessuali ma-
schili sulle femmine (imposex) dei gastero-
podi & causato dall'esposizione a
arganotine, ma vi sono evidenze in lettera-
tura che spiegano come queste esercitino
un impatto negativo sui processi riprodut-
tivi come la funzionalita dei gameti, I'em-
briogenesi, lo sviluppo embrionale e
larvale nonché sulla crescita e la soprawi-
venza degli organismi marini.

A seguito dell'eliminazione del TBT dal
commercio numerosi studi sono stati effet-
tuati per mettere a punto nuovi biocidi al-
ternativi al TBT da inserire nelle vernici
antivegetative. Tra questi il diuron e il chlo-
rotalonil sono i pill utilizzati, Nonostante il
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loro inserimento nel mercato, non sono an-
cora noti i loro effetti sugli organismi marini
e in particolare sui processi riproduttivi
della fauna e flora marina.

Nel nostro laboratorio abbiamo utiliz-
1ato come modello animale l'invertebrato
marino Ciona intestinalis (ascidie, tunicati)
riportato in figura 1, per valutare I'effetto di
alcuni xenobiotici come i metalli pesanti e
biocidi di vecchia e nuova generazione (TBT,
diuron e chlorotalonil) su alcuni meccani-
smi di riproduzione.

Con un peculiare approccio sperimen-
tale abbiamo effettuato studi elettrofisiolo-
gici per testare gli effetti di queste sostanze
sulle correnti ioniche di membrana che gio-
cano un ruolo fondamentale nella fisiologia
degli ovociti (Tosti, 2006; Tosti et al., 2011;
Gallo e Tosti, 2015a) e dell'embrione (Tosti,
2010).

Lo studio della membrana plasmatica
dell'ovocita & importante perché questa rap-
presenta il confine tra il compartimento cel-
lulare e il suo ambiente circostante ed e
inoltre la sede dove sono allocatiiligandi e
recettori di molti dei meccanismi di attiva-
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zione dei gameti, come il riconoscimento il
legame e a fusione tra spermatozoi e ovociti,

| risultati ottenuti, oggetto di diverse pub-
blicazioni scientifiche (Gallo et al., 2011;
Gallo e Tosti, 2013, Gallo e Tosti, 2015b) e
riportati in tabella 1, hanno dimostrato un
comune denominatore che @ la riduzione
dellattivita delle correnti di sodio che nel-
l'ovacita maturo di Ciona intestinalls giocano
un fondamentale ruolo fisiologico. In uno
studio del 2006 infatti (Cuomo et al., 2006)
é stato dimostrato in Ciona intestinalis che le
correnti ioniche di sodlo costituiscono una
componente fondamentale della corrente
di fecondatione, altro evento elettrico basi-
lare dell'attivazione dell'ovocita (Dale e De
Felice 1984; Tosti e Boni, 2004), e che tale
effetto & amplificato perché la corrente di
fecondazione esercita a sua volta un impatto
alungo termine sul successivo sviluppo em-
brionale (Tosti et al., 2003).

Viceversa, ognuno di questi xenobiotici
esercita un effetto diverso sulla corrente di fe-
condazione stessa e sulla contrazione del
corpo cellulare che negli ovociti di ascidie co-
stituiscono I'evento morfologico della fecon-
dazione mancando in quest | granuli corticali

Saggl di spermiotossicita effettuati espo-
nendo gli spermatozoi agli xenobiotici non
hanno rivelato alcun impatto negativo sulla
capacita fecondante dello spermatozoo.

I nostri risultati mostrano i diversi effetti
indotti, in particolare sono significativa-
mente importanti gli effetti teratogeni sullo
sviluppo larvale e sulla formazione della
coda della larva.

Questo & un parametro particolarmente
importante in quanto nelle ascidie la ritra-
zione della coda costituisce I'evento chiave
per la metamorfosi da larva ad organismo
adulto. Di particolare Interesse & I'effetto
dello zinco, che pur essendo un metallo es-
senziale, & in grado di esercitare effetti dan-
nosi sugli stessi organismi In cui gioca un
ruolo fisiologico. Comunque nel caso dello
zinco a di altre sostanze abblamo osservato
che 'effetto dannoso & reversibile una volta
rimosso Inquinante.

(i mostra una capacita di adattamento
e di recupero degli organismi marini e la-
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scia intravedere la possibilita di ripresa
delle popolazloni marine in caso di bonifica
ambientale.

Questi studi, oltre a rilevare gli effetti
tossici di molte sostanze presenti nell'am-
biente marino hanno chiarito in parte |
meccanismi d'azione degli stessi, eviden-
ziando che gli effetti tossici si ripercuotono
in particolare sulla fisiologia dell'ovocita con
un impatto a lungo termine sullo sviluppo
embrionale. In particolare risentono della
tossicita ambientale le correnti che attraver-
sano i canall ionici presenti sulla mem-
brana plasmatica degli ovociti, che
conferma il ruolo rivestito da queste cor-
rentl nei meccanismi di riproduzione, fe-
condazione e sviluppo embrionale,

Queste ricerche e altre in corso sono fi-
nalizzate non solo a valutare il rischio eco-
logico relativo all'impatto dello stress
ambientale sui meccanismi di riproduzione
degli animali marini, ma sono tese anche
ad individuare possibili biomarcatori e
biolndicatori nell'ambito di programmi di
biomonitoraggio (Holt e Miller, 2011).

Un biomarcatore & un processo e un
bioindicatore & un organismo, entrambi in
grado di fornire informazioni sulla qualita
ambientale attraverso reazioni identificabili
(biochimiche, fisiologiche e morfologiche).

Programmi di biomonitoraggio dell'am-
biente marino sono concentrati a Indlviduare
il migliore biomarcatore e bicindicatore come
strumento prognostico per i livelll di inquina-
mento marino.

In un programma di biomonitoraggio,
specie stanziali e filtrator possono rappre-
sentare ottimi bioindicatori; tali organismi,
infatti, in quanto bioaccumulatori, sono in
grado di fornire informazioni sullo stato di
qualita dell'ambiente e del possibili danni
indotti dall'inquinamento.

Molti biomarcatori molecolari sono stati
utilizzati come strumenti diagnostici per evi-
denziare |a presenza di sostanze inquinanti
nell'ambiente e i loro potenziali effetti sui
sistemi endocrini e riproduttivi.

Tra questl, sono stati proposti la vitello-
genina e le ossidasi in specie ittiche di in-
teresse commerciale (Fossi et al., 2002).

Altri autori hanno identificato proteine
estrogeno-regolate come la catepsina D e la
sua espressione genica Indotta dall'impatto
di inquinanti. Inoltre, un ruolo chiaro di bio-
marcatore & stato riconosciuto alla Heath
Shock Protein 70 (HSP70) che protegge le
cellule da condizioni dannose legandost alle
proteine danneggiate.

L'espressione del gene HSP70 e stata
vista aumentare significativamente dopo
I'esposizione agli inquinanti in teleostei ma-
rini (Carnevali e Maradonna, 2003).

Tra gli altri marcatori una particolare at-
tenzione & stata dedicata allinduzione del
citocromo P4501A, |'attivita dell'acetilcoli-
nesterasi (AChE) e 'induzione delle metal-
lotioneine.

Ciascuno di essi pud essere utilizzato con

. successo come un potenziale biomarcatore

di esposizione ad inqulnanti specificl (Sar-
kar et al., 2006). In un recente sondaggio,
alcuni di questi biomarcatori sono stati
usati per indicare neurotossicita; in parti-
colare la AchE & considerata il biomarcatore
pidi reattivo nei siti influenzati da attivita
agricole, urbane ed industriali (Tsangaris et
al,, 2010).

Di notevole Interesse & anche il ruolo
svolto da enzimi che sono atti a metaboliz-
2are gli xenobiotici. Il loro utilizzo & oggetto
di studi ed & in aumento grazie a diversf ap-
procci sperimentali. Anche se | dati sono
contrastanti, & riportato in letteratura (Ca-
jaraville et al., 2000) che linduzione del ci-
tocromo P4501A, enzima coinvolto nella
cancerogenesi chimica, svolge un ruolo
chiave nella trasformazione dei pesticidi
negli organismi acquatici (Katagi, 2010).

Lutilizzo di metallotioneine (MTS) sem-
bra essere invece il metodo pi valido per
indlcare I'esposizione di un organismo ai
metalli. Infatti le MTS sono indotte da me-
talli residui e la misurazioni del loro livelli
& attualmente applicata per vertebrati e in-
vertebratl (Sarkar et al,, 2006).

Recenti strategle di monitoragglo stanno
Iniziando a rimpiazzare quelle classiche,
prendendo In considerazione gli organismi
e alcuni def loro peculiari processi fisiologici
per individuare biomarcatori alternativi, Vi

& una crescente evidenza in letteratura del
ruolo rivestito dagli invertebrati marini nella
valutazione dell'impatto dello stress da in-
quinanti ambientali.

. Pertanto negli ultimi anni sono stati ef-
fettuati numerosi studi finalizzati ad identi-
ficare nuovi organismi modello per testare
la tossicita, basandosi su alcune caratteri-
stiche quali 'abbondanza in natura, I'im-
portanza ecologica e commerciale e la
posizione nella catena alimentare.

Sebbene il rlcclo di mare sia stato consi-
derato per decenni il miglior modello per
stud! di ecotossicologia (Bellas et al., 2005) e
moltl autori puntano sui vertebrati (Hotchkiss
etal, 2008; Ankley e Johnson, 2004; Gray et
al,, 2004; Scholz e Mayer, 2008), diverse spe-
cie di organismi sentinella come policheti, co-
pepodi, mitili, pesci etc. (Sarkar et al., 2006,
Raisuddin et al., 2007; Hutchinson et al.,
1995; Lee et al., 2007) sono possibili candi-
dati per i test di routine di ecotossicita.

I meccanismi riproduttivi di invertebrati
marini sembrano essere molto sensibili alle
sostanze inquinanti, per cui molti studi si
sono concentrati sull'importanza della ri-
produzione e i sistemi e processi correlati

Figura 1, Limvertebrolo marino Ciana Intestinals (oscidle),

ad essa come obiettivo di contaminazione
ambientale.

I nostri recenti lavori che hanno eviden-
ziato come gli xenobiotici slano in grado di
interferire con i meccanismi molecolari alla
base del processo riproduttivo dell'ascidia
(lona intestinalis confermano precedenti os-
servazioni (Zega et al., 2009) sul ruolo dei
tunicati come organismo modello per te-
stare la tossicita indotta dallinquinamento
costiero. Il fatto che quest‘ascidia abbia tutti
frequisiti per essere un buon bioindicatore
e in pili sia evolutivamente linvertebrato
piu simile ai vertebrati (Delsuc et al., 2006),
rende i suoi processi riproduttivi un inte-
ressante oggetto sperimentale per indivi-
duare il rischio ecologico a livello di
popolazioni e di comunita.

Conclusioni

dentificare nuovi biomarcatori nell'am-
bito del monitoraggio ambientale marino
& un‘esigenza portata di recente all‘atten-
2lone della comunita scientifica internazio-
nale nel corso di incontri tra esperti del

SCIENZE

Ambiente

settore (2° Congresso iberico su contami-
nazione ambientale e tossicologia; la ses-
sione di lavoro Wingspread; OCSE
Programma Disciplinare per le prove; US
Environmental Protection Agency).

| dati che abbiamo discusso in quest'ar-
ticolo mostrano risultati contrastanti sulla
possibile selezione di nuove molecole e di
appropriati sistemi e modelli animali; ¢id
rende ancora arduo indicare il sistema test
pill affidabile e pertinente a tali scopi. Tut-
tavia, poiché gli invertebrati sono compo-
nenti importanti di tutti gli ecosistemi
marini (Ramirez Llodra, 2002) e dato che la
loro riproduzione e soprawivenza sono se-
riamente minacciate dall'inquinamento
marino come emerge dagli studi da noi ef-
fettuati, possiamo bona fide affermare che
la Ciona intestinalis pud essere considerato
un “top model” (Figura 2) indicatore dei li-
velli di inquinamento e dell'impatto dei
contaminanti marini mentre il processo ri-
produttivo della Ciona stessa pud essere un
biomarcatore adeguato agli scopi di un pro-
gramma di biomonitoraggio. @
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