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Abstract

The research is focused on the relationship betwsmme MG*-dependent
ATPase activities of plasma- and mitochondrial membs from tissues of cultured
marine bivalve molluscs and potentially stressfwlimnmental conditions, such as the
exposure to contaminants both of natural origin rfl@mia nitrogen, the main
contaminant of aquaculture plants) and of anthrepiace (alkyltins).

The two filter-feeding bivalve species selectedonde different habitats: the
common musseMytilus galloprovincialisbinds to hard substrates and the Philippine
clam Tapes philippinarunburrows into sea bottom sandy beds. The choidgpatal
species of coastal waters, extremely suitable fosirenmental studies due to their
features of poor motility, resistance to transpamt great filtering efficiency, may
constitute a model to evaluate responses to contants of membrane-bound enzyme
activities involved in key biochemical mechanismamely cell ionic regulation and
mitochondrial energy production.

In vitro andin vitro approaches have been pursuedvitro assays were carried
out by adding the contaminants (MH and alkyltins) directly to the ATPase reaction
media.ln vivo experiments were carried out by exposing musselstious tributyl tin
(TBT) concentrations under controlled conditionsamuaria. ATPase activities were
determined spectrophotometrically according to ghaciples of the method of Fiske
and Subbarow (1925). The main results obtainedetaled below.

In Tapes philippinarumthe interaction of N, the main form of ammonia
nitrogen at physiological and seawater pHs, with ia,K-ATPase and the ouabain-
insensitive Na-ATPase was investigated vitro on gill and mantle microsomal
membranes. The proven replacement by,MHK" in the activation of the Na,K-
ATPase and of Nain the activation of the ouabain-insensitive AT®adisplayed
similar enzyme affinity for the substituted catiam the one hand this finding may
represent one of the possible mechanisms of ammntoriaeity and, on the other, it
supports the hypothesis that NHcan be transported across the plasma membrane
through the two ATPases. In this case both micr@dokiPases may be involved and
co-operate, at least under peculiar circumstancesjtrogen excretion and ammonia
detoxification mechanisms in bivalve molluscs. Tiv® ATPase activities stimulated
by NH;" maintained their typical response to the glycosidabain, specific inhibitor of
the Na,K-ATPase, being the NaNH, -activated ATPase even more susceptive to the
inhibitor and the ouabain-insensitive ATPase aftigictivated indifferently by Naor
NH," unaffected by up to M ouabain.



In vitro assays were carried out to evaluate the respdribe two Na-dependent
ATPases to organotins in clams and mussels anavastigate the interaction of TBT
with mussel mitochondrial oligomycin-sensitive Mg-Rase. Since no literature data
were available, the optimal assay conditions andooiycin sensitivity of mussel
mitochondrial MgATPase were determined.Tinphilippinarumthe ouabain-insensitive
Na-ATPase was found to be refractory to TBT boththa gills and in the mantle,
whereas the Na,K-ATPase was progressively intdbite increasing TBT doses; the
enzyme inhibition was more pronounced in the giin in the mantle. In both tissues
of M. galloprovincialisthe Na,K-ATPase inhibition by alkyltindecreaseth the order
TBT>DBT(dibutyltin)>>MBT(monobutyltin)=TeET (tetrabyltin) (no effect). Mussel
Na-ATPase confirmed its refractorimess to TBT aadwatives both in the gills and in
the mantle. These results indicate that the Na,le@se inhibition decreases as the
number of alkyl chains bound to tin decreases; Wwewe certain polarity of the
organotin molecule is required to yield Na,K-ATPashibition, since no enzyme
inhibition occurred in the presence of tetraalkybstituted derivatives such as TeET .
Assays carried out in the presence of the dithibeitpl (DTE) pointed out that the
sulphhydrylic agent is capable to prevent the NAJRase inhibition by TBT, thus
suggesting that the inhibitor may link to -SH greuy the enzyme complex.. Finally,
the different effect of alkyltins on the two Na-éeglent ATPases may constitute a
further tool to differentiate between the two eneyattivities. These results add to the
wealth of literature data describing differentp@sses of the two enzyme activities to
endogenous and exogenous modulators .

Mussel mitochondrial Mg-ATPase was also found tenbétro inhibited by TBT
both in the gills and in the mantle: the enzymeibition followed non competitive
kinetics. The failed effect of DTE pointed out thiatthis case the interaction of TBT
with the enzyme complex is probably different fronat with the Na,K-ATPase. The
results are consistent with literature data showtingt alkyltin may interact with
enzyme structures with different mechanisms.

Mussel exposure to different TBT sublethal doseagnaria was carried out for
120 hours. Two samplings (after 24 and 120 hrsewerformed in order to evaluate a
short-term response of gill and mantle Na,K-ATPasebain-insensitive Na-ATPase
and Mg-ATPase activities. Th@ vivo response to the contaminants of the enzyme
activities under study was shown to be partialijedent from that pointed out in the
vitro assays. Mitochondrial Mg-ATPase activity appeatedbe activated in TBT-
exposed mussels with respect to control ones, twmbirming the complexity of



evaluatingin vivo responses of the enzyme activities to contaminatis to possible
interactions of toxicants with molluscan metabolism

Concluding, the whole of data point out that miomsl and mitochondrial
ATPase activities of bivalve molluscs are generaigponsive to environmental
contaminants and suggest that in some cases mesaboaimd enzyme activities may
represent the molecular target of their toxicitywc® the Na,K-ATPase, the Na-ATPase
and the Mg-ATPase activities are poorly studiednarine bivalves, this research may
contribute to enlarge knowledge in this quite ureregd field.

Keywords Organotins, ammonia nitrogen, membrane-bound A&®amollusc



Premessa alla parte introduttiva

Nell'ambito di uno studio sulle interazioni tra argsmi acquatici e ambiente,
'ambiente marino costituisce un mondo particolanteeattraente e variegato per la
complessita di problematiche biologiche e biochhmiemergenti, la varieta di habitat e
di specie animali. La scelta di alcune specie dilusohi bivalvi come “materiale
biologico” su cui valutare le modificazioni di pamatri biochimici indotte da
contaminanti ambientali in concentrazioni subletalin particolare le interazioni delle
specie chimiche oggetto di studio con attivita A3iPlae di membrana, e stata suggerita
dalle loro caratteristiche biologiche che li rendoparticolarmente adatti e quindi
ampiamente utilizzati per studi ecotossicologiangole Tapes philippinarume mitili
(Mytilus galloprovinciali3, comunemente allevati nell’Adriatico settentriyasono
infatti grandi filtratori e accumulatori di contamainti, poco mobili e quindi in grado di
riflettere le condizioni dell’ambiente che li cinda; sono altresi facilmente reperibili,
resistenti al trasporto, alla stabulazione in adgeiall’esposizione a contaminanti. Le
attivita enzimatiche di membrana possono risentil’effetto di contaminanti
ambientali attraverso vari meccanismi. E' ampiamertto infatti che I'incorporazione
dei contaminanti nelle membrane biologiche, pracelbgersamente possibile a seconda
della lipofilicita della specie chimica interessgiad modulare le attivita enzimatiche di
membrana, tramite modificazioni conformazionali attd da variazioni dello stato
fisico di membrana. A questo meccanismo si poss@uiungere interazioni dirette dei
contaminanti con le strutture enzimatiche, compeedd nel termine interazioni un’
ampia varieta di legami possibili, a seconda de##ura chimica del contaminante e
della struttura enzimatica interessata.

Nella presente ricerca e stato affrontato lo studidle interazioni dello ione
ammonio, la forma prevalente a pH fisiologici e I'mebua di mare dell’azoto
ammoniacale, che rappresenta il contaminante pateiin acquacoltura, con le due
ATPasi Na-dipendenti presenti nella membrana plésmasfruttando il fatto che in
qguesti molluschi la classica Na,K-ATPasi € affidacda una Na-ATPasi insensibile
all'ouabaina che mostra attivita enzimatica similaddirittura superiore, nel mitilo, alla
prima. Questa caratteristica delle specie presceltsente di effettuare un confronto
dell’'effetto di contaminanti “in parallelo” per ldue ATPasi e quindi di evidenziare
eventuali differenze di risposta all'azione di que®mposti, che tra l'altro possono
aggiungere un ulteriore tassello alla definizioee rdioli di queste attivita enzimatiche
negli animali acquatici, aspetto ancora scarsametteliato, e alla distinzione
funzionale delle due attivita ATPasiche.



Oltre alllammonio, contaminante che possiamo dedifinaturale” in quanto
prodotto, tra I'altro, dall’escrezione azotata dedtragrande maggioranza degli animali
acquatici, sono stati presi in considerazione alcoomposti organostannici, i
contaminanti piu pericolosi immessi deliberatameddi’'uomo nell’ambiente. Dalla
seconda meta del secolo scorso in avanti i compoginici dello stagno, in particolare
stagno tributile (TBT) e derivati, hanno trovato Itaplici applicazioni. Tra queste,
soprattutto il loro largo impiego come biocidi harfato alla contaminazione
del’ambiente a livello globale. Nel considerare gffetti di TBT e derivati sulle
ATPasi Na-dipendenti e sulla Mg-ATPasi mitoconldriaiportata in letteratura come
bersaglio del TBT, si e inteso contribuire a cheralcuni dei possibili meccanismi
attraverso cui si esplica I'azione tossica di quesintaminante.

In sintesi, la ricerca svolta nei tre anni di dodto, puo essere vista nel suo
complesso come un tentativo di contribuire a cteatramite un approccio biochimico,
alcuni meccanismi dell’azione tossica di contamindell’ambiente marino a livello
cellulare, in specie che, non solo possono rapptaseun sistema modello, ma sono di
pregio alimentare e costituiscono i primi anellil@ecatena trofica. Cio implica che
effetti negativi di contaminanti in queste specgssono ripercuotersi lungo la catena
trofica. Inoltre le problematiche affrontate some@ra scarsamente studiate, almeno per
guanto riguarda le ATPasi di membrana, e quindpdraccio utilizzato potrebbe
contribuire ad ampliare le conoscenze su alcunicar@smi biochimici nei molluschi
bivalvi



1. | Molluschi Bivalvi

1.1 Caratteristiche generali e impiego come indicati ambientali

[l phylum dei Molluschi & un gruppo vasto ed etenogp, costituito da migliaia di
specie molto diverse le une dalle altre, presemtialbbondanza in diversi habitat,
soprattutto marini. 1 Molluschi hanno un forte infpasull’ambiente in cui vivono,
rappresentano infatti un importante anello delkema alimentari rivestendo, a seconda
della specie, diversi ruoli dagli erbivori ai préoida Delle diverse classi che
appartengono al phlylum dei Molluschi, quella devavi, o Lamellibranchi, riveste
particolare interesse per studi di interazione migrao-ambiente acquatico in quanto
comprende prevalentemente specie marine bentomich@omunque generalmente
sedentarie.

Buona parte delle specie vive in prossimita deblste marine, anche se non
mancano le specie d’acqua dolce e abissali clrgi@ano fino ai 5000 m di profondita.
Molte specie sono adattate ad infossarsi piu 0 npeofmndamente nel substrato soffice
(sabbioso o fangoso), o si sono adattate a scavabstrati duri nascondendosi cosi
dai predatori ed utilizzando come alimento i detdiél fondo o particelle sospese
nell’acqua, altre specie invece vivono sulla supierfdel substrato, ancorandosi ad esso
(Baccetti 1994).

| Bivalvi sono caratterizzati dalla costante presedi una conchiglia composta da
due valve, da cui il nome; la conchiglia contieheorpo compresso lateralmente, privo
di capo e ricoperto ai lati dai due lembi del m#atehe scendono dal dorso (Baccetti
1994). Le due valve si articolano tra loro in ummema detta cerniera, flancheggiata da
ciascun lato dall'umbone, area rilevata che cdstitula parte piu vecchia di ciascuna
valva. Sul margine dorsale si inserisce un legametdstico, che tiene unite le valve
laddove si articolano e, soprattutto, le mantiewarttcate. Le valve sono collegate dai
muscoli adduttori, che, attraversando il corpo daparte all’altra si inseriscono sulle
parti anteriore e posteriore della loro porzionedimlorsale. Essi agiscono in
antagonismo con il legamento elastico e, contragindeterminano lo schiacciamento o
lo stiramento del legamento e la chiusura delleezalale posizione € normalmente
mantenuta se l'animale €& esposto temporaneamentariaal come avviene
periodicamente nelle specie intertidali, o si trawvgresenza di condizioni ambientali
avverse da cui si difende isolandosi temporaneamdrd sopravvivenza in queste
condizioni e possibile per periodi piu 0 meno lunglseconda della specie, grazie alla
loro capacita di effettuare un particolare metavoti anaerobico. Mentre la chiusura



delle valve e attiva, dovuta alla contrazione deisooli adduttori, I'apertura della
conchiglia & determinata passivamente dal legamedagtico, per cui dopo la morte gli
animali rimangono generalmente con le valve aperte.

La presenza e lo sviluppo dei muscoli adduttorlutedili anche dall'impronta
sulla faccia interna della conchiglia, assume &akstematico, come la disposizione ed
il numero dei dentelli della cerniera (Cesari diPato 1990).

Il mantello & una duplicatura cutanea, piu 0 mestesa tra il sacco dei visceri ed
il piede, che delimita la cavita palleale e prodafiesterno la conchiglia. | due lembi
del mantello possono essere liberi o saldati tra i piu punti lasciando tre aperture,
una mediana dalla quale sporge il piede, e dueepost per I'entrata e l'uscita
dell'acqua (Figura 1.1a). Attorno alle due apertposteriori il mantello puo estendersi
in due tubi detti sifone inalante ed esalante, paemettono il passaggio dell’acqua
anche quando i lobi del mantello sono saldati pan garte della loro estensione.

Legamenti

Mantello
Bocea

Mulcolo adduttore

Muscolo adduttore .
Sifone

esalante

Sifone
inalante

Piede

Branchie Conchiglia

Palpi

Figura 1.1a Schema dell’'anatomia di un Bivalve
(Modificato da: http://trc.ucdavis.edu/bioscil0wbdv/week9/clam.gif)

Il piede € un organo muscoloso che raggiunge ilnsassimo sviluppo nei bivalvi
escavatori; in altre specie e invece ridotto finmancare del tutto (Cesari e Pellizzato
1990). In svariati generi (ad esemptytilus), sulla linea medioventrale del piede si
apre la ghiandola del bisso, la quale produceainfénti del bisso, utilizzati dall’'animale
per ancorarsi a substrati solidi.

I Molluschi Bivalvi si nutrono di particelle in spensione (sospensivori) o sul
fondale (detritivori); tale alimento e costituita ditoplancton e da microrganismi
animali vivi o morti. Per utilizzare questo tipo dbo i Bivalvi filtrano grandi volumi
d’acqua che penetra all'interno della cavita p#demamite il sifone inalante, passa

attraverso le branchie, e viene espulsa all'estaramite il sifone esalante. In



condizioni normali un mitilo di media dimensiondir& all'incirca da 4 a 5 litri di
acqua all’'ora, ed e in grado di trattenere il 908tedparticelle contenute in essa, che
rientrano nella gamma delle dimensioni filtrabi-% micron) (Mengoli 1998). La
grande capacita di filtrazione di fatto li metteamtatto con un’enorme quantita d’acqua
nell'unita di tempo e consente loro di concentraraccumulare nei tessuti sostanze
disciolte nellacqua e quindi anche contaminanterdualmente presenti; questa
caratteristica rende i Bivalvi idonei per lo studiella presenza e dell’effetto di
inquinanti ambientali.

Nei Lamellibranchi le branchie sono fortementelgylate a forma di lamella, e il
muco che le ricopre trattiene le particelle preseali’acqua per cui in queste specie le
branchie assumono un ruolo anche nella nutrizibiggitelio branchiale e provvisto di
ciglia vibratili che, oltre a provocare correntiecpermettono I'aspirazione dell’acqua
attraverso il sifone inalante, convogliano le maite nutritive nel solco alimentare, nel
quale il cibo trattenuto viene inviato verso i pdfbiali e da qui alla bocca. L’'azione
selettiva delle ciglia dei palpi permette alle maite dotate di potere nutritivo di
passare alla bocca, mentre le particelle inorgan{shbbia e detriti) vengono avviate
verso il sifone esalante. Il volume d’acqua cheagtirsa la cavita palleale e utilizzata
pure per la respirazione, anche se gli scambi digeso e di anidride carbonica
avvengono prevalentemente attraverso il mantelgs&@ e Pellizzato 1990).

Essendo buona parte dei Molluschi Bivalvi marinor{gole, mitili, ostriche)
tradizionalmente utilizzati nell’alimentazione unaanalcuni aspetti morfologici e
fisiologici sono stati studiati da lungo tempo. frrato escretore e stato descritto con
sorprendente precisione fin dal secolo scorso tertule conoscenze sulla fisiologia
renale dei Molluschi Bivalvi non sono molto piu azate di quelle di allora, anche per
la difficolta oggettiva di ottenere a vari intervali tempo, campioni di sangue e urina
da animali sottoposti a iniezioni di soluzioni tesr la funzionalita renale o esposti a
soluzioni saline in condizioni controllate. Gli arg escretori sono costituiti da due
nefridi foggiati a U di tipo metanefridiale (orgarsi Bojanus) e dalle ghiandole
pericardiche (ghiandola di Keber) poste a latoadelre, situate all’esterno o all'interno
del pericardio a seconda della specie, e che istgu&a aprono (Baccetti 1994). La
formazione dell'urina consiste nella filtrazionel dangue da parte del cuore e delle
ghiandole pericardiche. Il sale viene riassorbitarglo I'urina passa attraverso i nefridi;
I'urina quindi finisce nella cavita del mantello dai fuoriesce (Martin 1983). Alle
ghiandole pericardiche, oltre che una funzioneiltdtafione, & pure attribuita funzione
escretrice per esocitosi (Morton 1992); tali ghwaledespellono i cataboliti azotati nel
liquido pericardico, dove vengono fagocitati da bowti (Mengoli 1998).



Come la maggior parte degli animali marini, i Magalbhi Bivalvi sono
essenzialmente ammoniotelici, ma oltre allammamiatiminano piccole quantita di
ossido di trimetilammina, acido urico, urea e anwoatidi, in percentuali diverse a
seconda della specie (Tabella 1.1a).

NH3/NH,” Urea Amminoacidi Acido urico Altro
Donax variabilis 74 0 24 0,8 1,2
Mercenaria mercenaria 66 0 29 3,8 1.2
Crassostrea virginica 68 7,7 20 3,0 13

Tabella 1.1a: Percentuale di cataboliti azotati escreti da dig#especie di Molluschi
Bivalvi marini (Modificato da: Le Gal 1988)

La valutazione delle condizioni ambientali, per mpoariguarda la presenza di
sostanze contaminanti, si puo effettuare mediardgage procedure, tra cui l'utilizzo di
organismi che fungano da bioindicatori e sui qonalitempo vengano valutati parametri
biologici e biochimici (biomonitoraggio) (FocardiLeonzio 2000).

Grazie alla loro capacita di accumulo di quantitesurabili di xenobiotici, i
Molluschi Bivalvi comprendono specie spesso scelbene segnalatori ambientali
(organismi indicatori o sentinella). Come gia dettpiesti animali sono filtratori e
quindi pompano grandi volumi d’acqua concentrandutinelementi chimici nei loro
tessuti; tali sostanze possono poi, in alcuni caenire propagate e amplificate
attraverso la catena alimentare. Considerandohmiin confronto a pesci e crostacei, i
Bivalvi hanno un livello molto basso di attivita idsistemi enzimatici capaci di
metabolizzare i contaminanti organici, le concentnai di tali inquinanti nei loro
tessuti riproducono I'entita della contaminaziongbéentale (Widdows e Donkin 1992).

| contaminanti possono indurre negli animali magifiioni misurabili nei normali
processi molecolari o biochimici (alterazioni deNB, modificazioni metaboliche ed
enzimatiche); in queste specie, cosiddette sensieihgono individuati i biomarcatori
(biomarkers) (Focardi e Leonzio 2000), che poss@ssere di esposizione, se
consentono di individuare I'avvenuto contatto &ariolecola e il recettore biologico, o
di effetto, quando segnalano I'effetto tossicologdovuto alla presenza di uno o piu
inquinanti.



Nellambiente marino costiero, che per le sue tamgtiche € maggiormente
suscettibile a variazioni di parametri ambientalg@ndi anche ad alterazioni delle
concentrazioni di nutrienti e contaminanti, i Bmalqui ampiamente diffusi, sono stati
spesso utilizzati in programmi di monitoraggio. IHelaree ad elevato degrado
ambientale, o comunque dove sia impossibile repeoirganismi atti allo scopo,
vengono utilizzate specie di facile reperibilitar pe quali sono disponibili procedure
standard di coltivazione ed esposizione (Marinl.e2@01). Cio e possibile grazie alla
loro facile trasportabilita, dovuta alla capacita sbpravvivere per periodi anche
abbastanza prolungati (ore o giorni, a secondaa dgflecie) fuori dallacqua in
condizioni di anaerobiosi. La valutazione dellafudifone e dell’effetto di inquinanti
derivanti da sorgenti puntiformi, 0 comunque in eatstrette, pone la necessita di
adottare specie a bassa motilita; ancora una voléolluschi Bivalvi, sessili o
comunque sedentari, si prestano efficacementeeastalpo. La loro caratteristica di
essere sufficientemente longevi e di costituiregbagoni stabili e numerose consente
di effettuare campionamenti successivi di ampiqeBrdi tempo (mesi o anni) tali da
permettere la valutazione di effetti cronici. llgeale manifestato dall’animale é
generalmente precoce (ore o giorni) nel caso diose molecolari e ritardato
(settimane, mesi 0 anni) per risposte cellularselbgiche (Fossi 2000).

Occorre tener presente, tuttavia, che spesso, aighali marini, esistono “fattori
di disturbo” quali lo stato ormonale, l'eta e il sse dellorganismo che,
sovrapponendosi, possono alterare le risposte i(208€). E pertanto necessaria una
buona conoscenza del ciclo riproduttivo, dei fattche lo regolano e delle
caratteristiche biochimico-fisiologiche dell’animeal di cui occorre tener conto
nell'interpretazione dei risultati. Il fatto checahe specie di Bivalvi, soprattutto quelle
piu diffuse nei nostri mari, siano state particolante studiate sotto questo aspetto
(Livingstone e Pipe 1992), li rende preziosi pdutare effetti ambientali.



1.2 Molluschi Bivalvi utilizzati: Tapes philippinarum e Mytilus
galloprovincialis

| Molluschi Bivalvi utilizzati per questa ricercarso Tapes philippinarunfAdams
& Reeve, 1850) éMytilus galloprovincialis(Lamark, 1819). Sebbene siano organismi
molto differenti per quanto riguarda la morfolodihabitat e la distribuzione, ambedue
le specie possiedono le caratteristiche idoneeegsere utilizzate come organismi
indicatori di condizioni ambientali. Inoltre entrlm le specie sono diffuse nei nostri
mari e oggetto di acquicoltura rivestendo interedgeentare.

T. philippinarumo vongola verace filippina e di origine nipponican ampia
distribuzione indopacifica dal Pakistan alle isGlerili del’'ex U.R.S.S.. Questa specie
e stata poi introdotta a scopo di allevamento inada e U.S.A., e da qui in Europa alla
fine degli anni “70 (Cesari e Pellizzato 1990).Ithlia € stata introdotta per la prima
volta nel marzo del 1983 nella laguna di VenezirteCad essere un’importantissima
risorsa per molluschicoltura dell’alto e medio Adito questa specie ha raggiunto
un’ampia distribuzione in Italia ed oggi e stabifiteeinsediata anche nel delta del Po e
nella laguna di Marano, grazie al favorevole spuostato delle giovani larve per effetto
delle correnti marine. In molte zone ha poi sopjaitm la vongola verace indigena
Tapes decussatugrazie alle sue caratteristiche di adattabilitaesistenza. Inoltre
l'allevamento di questa specie, rispetto a quelloTd decussatyse risultato piu
conveniente per la maggiore resistenza alle vanmézdi temperatura e salinita,
'adattamento ad una maggiore gamma di substratitasso di crescita piu elevato
(Breber 1985).

Figura 1.2a Esemplare dirapes philippinarum

La conchiglia € spessa e piuttosto tozza con seulien evidenziata con creste
trasversali concentriche regolari piu evidenti aeégione posteriore ed elementi radiali
predominanti in quella anteriore. La colorazionteme®s € molto variabile con fondo



giallognolo o nocciola chiaro generalmente con ramoni brune piu o meno fuse
(Paesanti e Pellizato 2000) (Figura 1.2a).

T. philippinarumpredilige fondali sabbiosi o fangosi dove conidde scava per
affondarsi nel sedimento a profondita di circa 10 dal quale lascia emergere le
aperture dei sifoni. E da tenere presente che Idofogia dei sifoni, uniti alla base,
costituisce un carattere tassonomico distintivpetit® aT. decussatysche presenta
invece i sifoni completamente separati. |l suoitadbdeale e costituito da zone di
litorale in prossimita e sotto il livello medio delare (definite rispettivamente come
zona “intertidale” e “subtidale”), e che degradatwcemente. Le zone piu adatte alla
vita e all’allevamento di questa specie sono laezalie al riparo dal forte moto ondoso e
dai venti dominanti che possono destabilizzarallissrato; € importante la presenza di
una leggera corrente costante che permetta un icadell'acqua e I'apporto di nuovo
alimento per cui risultano ideali le zone lagureale foci dei fiumi (Paesanti e Pellizato
2000).

L’altra specie utilizzata nella presente ricefdgtilus galloprovincialis € ritenuta
autoctona delle coste del Mediterraneo e del MaioNanche se oggi ha una vasta
distribuzione nelle zone temperate di tutto il moiBrownes et al. 2006), essendo stata
identificata nel sud della California, in Giappoad, Hong Kong nella costa cinese fino
alla Korea, in Australia, Nuova Zelanda, Tasmanstud Africa.

Figura 1.2b: Esemplare dMytilus galloprovincialis

M. galloprovincialisé provvisto di una conchiglia nera all’esternmiinamente
le valve sono madreperlacee; le due valve sonoliuguallungate, e negli individui
tipici (come quello di Figura 1.2b) la parte verdembone €& appuntita mentre il
margine posteriore & arrotondato.

M. galloprovincialis vive generalmente nella zona infralitorale, dahite
superiore della zona intertidale fino a profonditajualche metro, attaccato a materiali
duri (rocce o pali) o a substrati relativamente inob sospensione (corde) ai quali



aderisce per mezzo del bisso, a differenza.ghilippinarum i mitili in questo modo
tendono ad aggregarsi tra loro formando colonien@amaeolto numerose.

A causa delle loro zone di permanenza ambedueelgespossono essere esposte
a variazioni anche notevoli di parametri chimidisci delle acque, quali temperatura,
salinita, percentuale di ossigeno disciolto e aogempiu o meno lunghi di esposizione
all'aria. | conseguenti problemi di disidrataziome scarsa ossigenazione vengono
fisiologicamente aggirati tramite la chiusura ernceetdelle valve e lattivazione di
strategie metaboliche anaerobiche che riguardagm@totto aumento e diversificazione
delle riserve energetiche utilizzabili durante basia, presenza di vie metaboliche
alternative e specifiche che portano alla produziaih numerosi prodotti finali e
assicurano una aumentata resa energetica in ATduzaane dell'intensita metabolica
che permette di ridurre al minimo i costi energefdelle due specie prese in esakie
galloprovincialis sembra essere piu adattabile rispettol.aphilippinarum ad un
metabolismo di tipo anaerobico in quanto questhadti in condizioni di anossia, € meno
efficiente nel ridurre I'attivita metabolica attexso la riduzione dell’enzima piruvato
chinasi, enzima chiave nella regolazione del cdisio glucidico.M. galloprovincialis
sembra invece in grado di ridurre lattivita enztroa piu velocemente fin dalle prime
ore di anossia, consentendo un maggior tempo diagepenza (Missiroli 2000).
L’esposizione all’aria diT. philippinarumha evidenziato un accumulo di ammonio
nell’emolinfa che potrebbe partecipare, come tampai bilanciamento acido-base
durante queste condizioni (Ali e Nakamura 2000).



2. Meccanismi biochimici cellulari di interazione on
I'ambiente

2.1 Regolazione ionica e attivita ATPasiche Na-dipdenti

Gli organismi marini si trovano spesso a far froateun ambiente mutevole che
puo essere facilmente perturbato da fattori intnged estrinseci. In particolare gli
ambienti costieri dove vivono le specie animali neoite nella presente ricerca
rappresentano zone di interfaccia tra aria, terracqua che interagiscono tra loro,
influendo sull’ambiente, ognuno con proprie soligzioni. Il rapporto tra i tre habitat
cambia ciclicamente implicando variazioni con ritstagionale e circadiano; tra questi
ultimi rientrano anche variazioni dello stato diegsione e immersione che riguardano
le specie cosiddette intertidali.

Vi sono due tipi di regolazione ionica: extra- edracellulare. La regolazione
ionica extracellulare riguarda il mantenimento aetbmposizione ionica dei liquidi
extracellulari al variare di quella dell’'ambientsgaatico esterno.

Mentre tutti gli animali regolano il contenuto dlsti intracellulari, 'omeostasi
ionica extracellulare, e attuata solo da organisegiolatori (Le Gal 1988). Questi
comprendono la quasi totalita dei Vertebrati machie sono in grado di mantenere una
concentrazione iono-osmotica dei liquidi extradaliuvariabile tra 300 e 450 mOsm/L
contro quella dellambiente esterno che € mediaengnorno a 1100 mOsm/L, almeno
nei nostri mari. La regolazione ionica e quella osoa possono essere attuate insieme
come nei Teleostei, attraverso il controllo attdalla concentrazione di ioni inorganici.
Negli Elasmobranchi invece, le due regolazioni sattoate in modo separato: quella
lonica attraverso l'espulsione attiva di ioni, daebsmotica grazie all’'utilizzo di
cataboliti azotati organici, come urea e ossiddridnetiiammina, che permettono di
mantenere bassa la concentrazione ionica (Fighieg.2.
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Le specie meno evolute, come la maggior parte diegdirtebrati, sono totalmente
o in parte osmoconformi con l'ambiente relativaneerati fluidi extracellulari. |
Molluschi Bivalvi marini sono considerati in genkergecilosmotici, ovvero presentano
nei fluidi extracellulari una composizione ionicauma pressione osmotica simile

all'acqua marina circostante, seguendone le vanazii salinita (Prosser 1986) (Figura
2.1a, Tabella 2.1a).

Concentrazione ionica (mM)
Genere Na K' cd Mg cCf sqz OSmoara
(mOsm)
Acqua di mare 470 10 10 55 570 1100
Molluschi Mytilus 490 13 13 56 573 29 1148
Crostacei Carcinus 525 13 14 21 502 17 1100
Teleostei Gadus 174 6 7 3 150 308

Tabella 2.1a Composizione del fluido extracellulare e sua damit@d in animali marini
(Willmer et al. 2003)

Pur essendo quindi osmoconformi, i Molluschi Bivgbhossono attuare alcune
strategie per mantenere composizioni dei liquidiaoellulari in parte diverse rispetto a
guelle dellambiente esterno; nei liquidi extragidli si riscontra spesso infatti una
maggiore concentrazione di ioni bicarbonato e pdag una minore concentrazione di
solfato rispetto all’esterno. Tali variazioni, pcomportando un aumento trascurabile



della concentrazione ionica totale, determinano umaggiore pressione osmotica
all'interno rispetto al mezzo esterno, tale da eatise al mollusco di assumere acqua,
necessaria sia per mantenere un minimo flussoim,uche per la secrezione di muco.
Alcune specie di Bivalvi sono state inoltre dimaggrin grado di effettuare una certa
regolazione ionica extracellulare, differente ragtibito della stessa specie a seconda
del tessuto. Il bivalve eurialin@angia cuneata in grado di mantenere i fluidi corporei
iperosmotici rispetto al mezzo esterno: alla dimiooe della salinita ambientale
aumenta nel mantello lattivita della Na,K-ATPasmigntre nelle branchie non si ha
alcuna risposta adattativa, evidenziando una diveapacita di regolazione a seconda
del tessuto (Saintsing e Towle 1978). Anche le wtdapes philippinarune Tapes
decussatussono state dimostrate in grado di variare le prdpai reciproche dei
cationi Nd& e Md" in dipendenza sia della salinitd esterna che i &ittori
riconducibili a variazioni stagionali. Queste sgesarebbero quindi in grado di attuare,
anche se limitatamente, una certa regolazione matsa, a differenza di altri Bivalvi
marini in cui si osserva in generale diminuziondadeoncentrazione ionica totale al
diminuire della salinita ambientale. Una stratedjitipo comportamentale per ritardare
il riequilibrio con I'ambiente esterno quando ghimali vengono esposti a stress
osmotico con intense variazioni di salinita ambkaéntconsiste invece nella chiusura
delle valve. InMytilus ad esempio, la chiusura delle valve pud mantengra
osmolalita costante dei fluidi extracellulari péca 96 ore (Bayne 1976).

Per quanto riguarda la regolazione intracelluléuw#j gli animali hanno evoluto
meccanismi in grado di far fronte a variazioni aembali mantenendo costante la
regolazione ionica. L'omeostasi cellulare, essdeziger tutti i processi vitali, é
mantenuta grazie a meccanismi complessi, spessolatiottamite sensori e secondi
messaggeri che, attraverso una cascata di segnalipno in relazione I'ambiente
esterno e le sue variazioni, con quello interncacdllulare. Tuttavia un diverso
ambiente acquatico esterno si ripercuote sulla csmne ionica intracellulare. Come
si puo vedere dai dati esposti in Tabella 2.1boiltenuto ionico intracellulare in diversi
Molluschi di acqua dolce & sensibilmente inferioigpetto a quelli di acqua salata,
indicando cosi che la concentrazione di ioni inorga tende ad aumentare
all’laumentare della salinita ambientale.

Il catione intracellulare dominante negli animals@&mpre il potassio, mentre |l
sodio e lo ione dominante in buona parte dei flextiracellulari: non stupisce quindi
che I'enzima Na,K-ATPasi sia tra gli effettori pitnportanti di questa regolazione.
Questo enzima, sfruttando I'energia ottenuta dakdssione dellATP, mantiene
all'interno della cellula elevato il livello del pmssio e basso quello del sodio;



quest’ultimo €& anche in parte regolato dal pH cetalare tramite I'estrusione attiva di
H* e lo scambio in antiporto N4d™. Il pH stesso dipende da un complesso sistema di
regolazione acido-base legato al livello di £©di HCQ'. Sembra inoltre presente in
molte specie animali una seconda attivita ATPastiivata da un solo catione
monovalente, detta Na-ATPasi, che, parallelamdidaeNa,K-ATPasi, sarebbe in grado
di traslocare il sodio all’esterno della membrat@smatica senza lo scambio con il K
(Ventrella et al., 1992a 1987; Proverbio e Del las1981). Questo enzima sembra
rivestire in molti invertebrati acquatici un rudiendamentale nella regolazione ionica.
Per la maggior parte delle cellule gli ioni N&" e CI sono i componenti osmolitici
principali del citoplasma e in grado di variarectancentrazioni di tutti gli altri ioni si
influenzano reciprocamente con meccanismi a feddlgacli trasporto bilanciato e
hanno livelli intracellulari allo stato libero réilamente bassi e costanti nel tempo
(Willmer et al. 2003).

Concentrazione ionica (mM)

Genere N& K" CcI cd
Acqua di mare
Mytilus 79 152 94 7 Willmer et al. 2003
Sepia 31 189 45 2 Willmer et al. 2003
Perna 126,6 160,1 153,4 n.d Stucchi Zucchi & Salamao 1998
Acqua dolce Willmer et al. 2003
Anodonta 6,6 184 39 115 Le Gal 1988
Dreissena 7.8 8,4 20 nd Dietz et al. 1997

Tabella 2.1bh Concentrazioni intracellulari dei principali ionn diversi generi di
Molluschi. n.d.: non determinato

II mantenimento dell'osmolalita intracellulare rt a variazioni di quella
dell’ambiente esterno e dovuto tuttavia non sola ptesenza di ioni inorganici, ma
anche e soprattutto alla presenza di osmoliti bigaatibili, ovvero composti organici a
basso peso molecolare che, anche in discrete coazemi, non interferiscono con i
normali processi cellulari come avverrebbe con ighi inorganici. Gli osmoliti
biocompatibili sono anfoioni senza una carica nejtendi in soluzione la variazione di
concentrazione non influisce sulla carica netta Ided ambiente (Gilles 2000). Gli
osmoliti biocompatibili, tra i quali taurina, betai e diversi amminoacidi liberi, in
particolare alanina e prolina, consentono I'adegeramdell’osmolalita cellulare anche
a salinita esterne elevate. Se lo stesso scopas®wssere conseguito con l'utilizzo di



ioni inorganici, questi dovrebbero essere in cotregioni tali da alterare processi
cellulari come I'attivita enzimatica, modificanda @&sempio la struttura enzimatica
oppure parametri cinetici come,\é K. Pertanto, in generale, negli invertebrati marini
ad una variazione della salinita ambientale norossierva tanto una variazione di
idratazione dei tessuti, quanto principalmente waaazione della concentrazione
intracellulare di osmoliti compatibili. IMytilus galloprovincialisil decremento di
salinita dal 38 al 19%. porta, nel muscolo addutfwsteriore, ad una diminuzione della
concentrazione dell’osmolita glicina-betaina det®6@e Vooys e Geenevasen 2002).
Questi composti sono intermedi di cicli metabotiomunemente presenti nella cellula;
pertanto la loro concentrazione puo essere varimateempi brevi per effetto della
modulazione delle reazioni metaboliche in cui soamvolti come reagenti o prodotti.
In particolare in corrispondenza di una riduziomdlad salinita esterna si osserva una
marcata diminuzione nella concentrazione di alcamminoacidi liberi, mentre in
corrispondenza delllaumentare della salinita siifwar un incremento della loro
concentrazione. L’incremento e la diminuzione deghminoacidi liberi all'interno
della cellula é regolato sia da processi metahddiai attraverso la loro assimilazione
dal mezzo esterno. La diminuzione di amminoacidjuarda generalmente la
formazione di prodotti finali del metabolismo quiurina e betaina, mentre I'aumento,
principalmente a carico di aspartato e glutammaiod anche essere di origine
biosintetica (Prusch 1983). L'assorbimento attivioachminoacidi liberi dal mezzo
esterno in ambiente marino é possibile grazie adlignte di sodio tra il compartimento
intra- ed extracellulare mantenuto dalla Na,K-ATiREsfman 1986). InMytilus edulis
si possono raggiungere concentrazioni cellulagrdiminoacidi pari a fovolte quelle
presenti nellacqua marina; la loro assunzione exwiper il 70-80% attraverso le
branchie e per il resto attraverso il mantello,nguigli amminoacidi sono trasferiti ai
tessuti piu interni (Wright 1985).

Vediamo ora piu in dettaglio le due ATPasi di meaniar Na,K-ATPasi e Na-
ATPasi che sono state prese in considerazionedastguicerca.



2.1a Na,K-ATPasi

Uno degli enzimi chiave nel trasporto ionico di neema, essenziale per
'omeostasi cellulare in tutti gli organismi animagé la Na,K-ATPasi (E.C. 3.6.1.3).
Questo complesso enzimatico di membrana, scopart®kdu nel 1957, é stato dallo
stesso identificato con una vera e propria pompiaoche trasporta Naall’esterno
della cellula in scambio con *K ambedue gli ioni contro il proprio gradiente di
concentrazione, fungendo cosi da antiporto, etzzaihdo I'energia liberata dall’idrolisi
di ATP. Il complesso enzimatico € ubiquitario netl@mbrana plasmatica delle cellule
animali e particolarmente abbondante in organssuti deputati alla regolazione ionica
e iono-osmotica che fungono da interfaccia tra Bbente intra- ed extracellulare. In
cellule orientate, quali quelle epiteliali, la doaalizzazione é tipicamente basolaterale
(Willmer et al. 2003).

La Na,K-ATPasi € una proteina integrale di membyaitee cioe attraversa da
parte a parte la membrana plasmatica. Il complesgimatico attua lo scambio di Na
e K" con un rapporto stechiometrico di 3N&2K" / 1 ATP. Il trasporto contro gradiente
di Na' verso l'esterno della cellula e di*Kerso l'interno permette alle cellule di
mantenere un gradiente chimico ed elettrico, negatallinterno, tra i due
compartimenti separati dalla membrana plasmaticey(el e Kuntzweiler 1994).

Il complesso risulta composto da due polipemti@if3 (Figura 2.1a): la subunita
di circa 110 KDa attraversa la membrana plasmassendo per circa il 40% inserita
nel doppio strato fosfolipidico (Lingrel e Kuntzwesi, 1994) e contiene i siti di legame
per I'ATP, cationi e specifici inibitori (glicosidiardiaci), mentre la subunif& di circa
55 KDa, € una glicoproteina responsabile del trdepe dell'assemblaggio della
subunitaa alla membrana plasmatica (Glynn 1993; Sweadner)198onostante
I'attivita catalitica dell’enzima sia svolta ess&imente dalla subunita, la subunitd3
e risultata essenziale per il corretto funzionameldla pompa in quanto il suo distacco
da essa causa la perdita irreversibile dell’atticatalitica (Lopez et al. 2002).



Figura 2.1b: Struttura della Na,K-ATPasi
(Modificato da: http//egbeck.de/skripten/bs11-1mht

Inizialmente un altro componente, chiamato subupitara stato attribuito alla
struttura dell’enzima; tuttavia recentemente éostuggerito che tale subunitd non
faccia parte integrante del complesso enzimatica,swolga un ruolo modulatore in
alcuni tessuti modificando l'affinita del’enzimapl’ATP (Cortes at al. 2006; Therien
e Bloistein 2000). E ormai accertato che la Na,KPASi & composta totalmente da
uguale numero delle due subunita che costituisdanstruttura dimericao;3,; il
monomeroa3 sembra infatti non avere attivitd come traspor&atonico, ma soltanto
attivita ATPasica (Skou 1988). Per lattivita céteh € necessaria una stretta
associazione con i lipidi di membrana, in particelacon i fosfolipidi carichi
negativamente a pH fisiologico quali fosfatidilserie fosfatidilglicerolo. Ad ogni
complessai,f3; sono legate circa 50 molecole di fosfolipidi, di ana sola a carattere
acido, e circa 50 molecole di colesterolo; la ddigzazione implica la perdita
dell’attivita enzimatica, peraltro ripristinata daggiunta di fosfolipidi a carattere acido
(Skou 1988). La stretta dipendenza dell’attivit KNATPasica dall'intorno lipidico e
dalla sua composizione sia in teste polari che ateree aciliche, che concorrono
primariamente a determinare la fluidita di membramastituisce un aspetto
caratteristico comune degli enzimi di membranauiamodulazione si esplica pertanto,
oltre che attraverso regolatori diretti, anche ftanvariazioni delle caratteristiche
chimico-fisiche del microambiente di membrana in Eanzima stesso € inserito
(Cornelius 2001). Particolare importanza, a quagteardo, assumono i fattori che sono
in grado di modificare la fluidita e lo spessorenttmbrana (Schuurmans Stekhoven e
Bonting 1981).



Diverse isoforme sia della subunita(a;, a, as, a4) che dellaB (Bi1, B2, Ba)
(Blanco 2000; Dunbar e Caplan 2000) sono statetiftete nei Vertebrati: esse
differiscono per composizione di amminoacidi, p@solecolare e anche modalita di
interazione con i lipidi di membrana (Matsuda e tawd986). Queste variazioni
strutturali si rispecchiano in caratteristiche fiomali diverse dell’enzima, quali una
diversa sensibilita agli ioni e agli inibitori c#étexistici dell’enzima come I'ouabaina,
che sembrano attribuibili principalmente alla dssecomposizione in isofornte Sono
state osservate variazioni della percentuale dotiste in uno stesso tessuto in base al
periodo del ciclo vitale e in condizioni patologecfBlanco e Mercer 1998). Pertanto la
presenza di diverse isoforme potrebbe avere uroriisiologico nella regolazione
dell’attivita enzimatica attuata anche mediantéileersa risposta a regolatori endogeni
(Broude et al. 1989).
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Figura 2.1c Ciclo catalitico della Na,K-ATPasi
(Modificato da: http//www.zoology.ubc.ca/~auld/biiBlectures/ATPase_pumps.htm)

La Na,K-ATPasi € una ATPasi di tipo P, ovvero foromaintermedio transitorio
fosforilato durante il ciclo catalitico del trasporionico attivo, nel corso del quale
'enzima assume almeno due diverse conformaziatieds e E, che permettono il
passaggio dei due ioni, Na K', in senso opposto attraverso la membrana plasmatic
La reazione di trasporto viene schematizzata ierdy tappe (Figura 2.1c): inizialmente
tre ioni Nd si legano alla subuniié che contiene il sito catalitico intracellulare alth
affinita per Na (1), questo legame favorisce la fosforilaziond'eletima, che si trova



nella conformazione £ da parte dellATP, con liberazione di ADP (2).dlito di
fosforilazione e la catena laterale di uno speaifiesiduo di aspartato della suburata
(Jorgensen et al. 2003); questa tappa necessiégtii La fosforilazione induce la
conversione della conformaziong B E, spostando i siti di legame verso il lato
extracellulare della membrana. La formaf@&sforilata ha bassa affinita per il Na cosi

i tre ioni vengono rilasciati all’esterno; al caantio, questa forma ha alta affinita per il
K*, per cui due ioni si legano ai siti appositi (H).legame con il K induce la
defosforilazione dellenzima (4) che non é piu 8emella forma E e quindi
interconverte nella forma;Frilasciando M§'. Secondo questo modello i due ioni di K
vengono cosi liberati all'interno della membranasphatica, (5) completando il ciclo.

Anche se questo complesso enzimatico e stato arigmente scoperto da Skou
in un mollusco, in particolare negli assoni gigattcalamaro, la sua presenza in tessuti
non nervosi di Molluschi Bivalvi era fino a pocartpo fa scarsamente documentata.
Attualmente invece la presenza dell’enzima in \tessuti di Bivalvi & ampiamente
riportata, sia in specie marine (Ventrella et @92a; Howland e Faus 1985) che
d’acqua dolce (Dietz e Findley 1979).

La Na,K-ATPasi rappresenta il maggior regolatoriadeoncentrazione di Na
citoplasmatica e come tale ha un importante ruatianregolazione del volume
cellulare, del pH citoplasmatico e nel guidare goantita di trasporti come quelli del
glucosio o degli amminoacidi che dipendono dal ignaté di N& tra i due
compartimenti intra- ed extracellulare (Therien &dBein 2000). Inoltre I'attivita
dell’enzima contribuisce al mantenimento del gratdechimico per gli ioni ai due lati
della membrana e quindi all’instaurarsi di unaetiéhza di potenziale transmembrana
sempre negativa per il compartimento intracellul&petto all’esterno. Tale differenza
di potenziale, che comunemente e di circa 50-80 neV tessuti eccitabili & alla base
della propagazione e dell'amplificazione dei segnai neuroni e nelle cellule
muscolari, processi che si attuano attraverso itmaies variazioni del potenziale di
membrana (Willmer 2003; Clausen et al. 1991).

La pompa del Nagé il bersaglio di molti meccanismi di regolazicstee vengono
attivati in risposta alle necessita di cambiamestiulari. Variazioni di attivita della
pompa si hanno in risposta ad un ampio spettro tidios fisiologici, quali la
propagazione dell'impulso nervoso, modificazionietdiiche e delle condizioni
fisiologiche, in situazioni patologiche o in prezardi contaminanti. Tali meccanismi
sono molteplici e non del tutto chiariti; vengona gonsiderati pertanto solo gli effetti
di alcuni regolatori diretti, in particolare i cai monovalenti e il substrato ATP, che
risultano di maggior interesse nelllambito di qaesterca. Determinanti per I'attivita



enzimatica delle pompe di membrana sono le core&otri dei substrati che possono
agire sia come attivatori che come inibitori. L&tb dei cationi N§ Mg e K" e
dellATP sul complesso enzimatico si esplica a#rae le varie tappe del ciclo
catalitico in cui questi effettori vengono via \e@gati e rilasciati. Il ciclo di trasporto
ionico della Na,K-ATPasi viene attivato durantddaforilazione della forma £da N4,
Mg** e ATP, quando si trovano sul lato citoplasmatité:* attiva invece, se presente
dal lato extracellulare, la defosforilazione dditmma E (Skou e Esmann 1992). In
genere in molte cellule la concentrazione di ATRagirante, tuttavia in certe condizioni
I’ATP puo scendere sotto il livello di saturaziomeme ad esempio in alcuni tessuti di
Molluschi tenuti in condizioni di anaerobiosi (Miisgi 2000), diventando cosi il fattore
limitante per Il'attivita enzimatica. L'ATP puo fuege inoltre da regolatore insieme
al’'Mg?": il reale substrato utilizzato dalla Na,K-ATPasi igfatti considerato il
complesso MgATP che ha piu alta affinita per ilositatalitico della forma £
dell’enzima, rispetto al’ATP libero. La pompa de&” presenta poi degli specifici siti
di legame a bassa affinita per il Mgil catione legandovisi regola I'attivita enzine;
favorendo il legame dellATP allenzima in forma; Ee, diminuendo [affinita
dell’enzima per il N& permettendo il passaggio alla formaf&sforilata (Jorgensen et
al. 2003). Proprieta caratteristica della Na,K-A3iRzer la sua attivazione e la richiesta
contemporanea nel mezzo di due diversi cationi maleati, in particolare di Nae K'.

La presenza di Naper il funzionamento della Na,K-ATPasi & esseezian potendo
questo essere sostituito da altri cationi. Talerzslita e stata confermata anche in
Molluschi Bivalvi, in particolare irM. galloprovincialis(Ventrella et al. 1993), mentre
soltanto nei Mammiferi si € osservata una debdigaaione dell’enzima da parte del
Li* in assenza di Nall K* non & invece indispensabile all'attivita dell’'emzi in
quanto puod essere sostituito con efficacia pardsjtenda altri cationi quali Nif, Rb" e
Cs" (Scheeberg e Apell 2001; Skou e Esmann 1992)trénainche il rapporto dalle
singole concentrazioni dei due cationi'NaK" influenza I'attivita enzimatica (Trigari
et al. 1985b).

Inibitori specifici della Na,K-ATPasi sono i cosielti glicosidi cardiaci. Queste
sostanze sono composte da due parti: uno zucchemo esteroide, detto aglicone,
coinvolto direttamente nel legame con I'enzima.udbaina (Figura 2.1d) € il piu usato
tra questi glicosidi ad azione farmacologica persle solubilita in acqua e la sua
specificita quasi assoluta per la Na,K-ATPasi.

Tale inibitore si lega sul lato extracellulare taikzima alla subunita&, creando
legami sia con la regione N-terminale, sia coretfiane C-terminale.
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Figura 2.1d: Struttura della ouabaina
(Da: http//www.serva.de/products/data/77647.01.8htm

L’affinita dell’enzima per I'ouabaina dipende daltanformazione della proteina
in relazione alla diversa disposizione spaziale résidui che legano il glicoside al
cambiare della conformazione: la massima affinitdascosi nella forma Hosforilata
(Palais at al. 1996). Cio sembra giustificato dstdf che nella conformazione, Ea
regione N-terminale forma il sito di riconoscimemter il glicoside, mentre la regione
C-terminale forma un canale per il"Kin questo modo il legame dell'ouabaina
impedirebbe il legame del’Kalla Na,K-ATPasi bloccandola nella forma f&sforilata
(Middelton et al. 2000). Si deve comunque ricordeine nei diversi tessuti e specie
animali la sensibilita all'inibizione di ouabainaa dparte della Na, K-ATPasi é
estremamente variabile; in particolare nei pedifoteé stata riportata una sensibilita
inferiore a quella degli omeotermi, generalmentehaiita a caratteristiche diverse di
fluidita della membrana, solitamente maggiore menp per la maggiore insaturazione
dei lipidi di membrana (Charnock et al. 1980). ivedso potere di inibizione
dell'ouabaina osservato nei vari tessuti vieneahttente attribuito anche a differenze
nel contenuto percentuale di isoforme con diveessiilita all'inibitore (Broude et al.
1989).

Numerosi contaminanti sono stati dimostrati in grddmodificare I'attivita della
Na,K-ATPasi sia attraverso interazione diretta ¢arstruttura enzimatica, quali ad
esempio alcuni metalli pesanti (Pagliarani et 8P6), sia alterando il microambiente
dell'enzima (Gordon et al. 1980). Per gli scopi cheesta ricerca si prefigge
considereremo i possibili effetti su questa attivénzimatica di due contaminanti
del’ambiente marino: I'azoto ammoniacale e i costpoorganostannici. L'azoto
ammoniacale NEIN, contaminante di origine naturale, nelle sue fhuene NH; e
NH,*, & considerato il principale contaminante deglbamti di allevamento (Chen e
Lai 1992). In generale e stato riscontrato che daKNATPasi puo essere attivata dalla
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presenza di N, che da alcuni autori & stata attribuita alla capadello ione di



sostituire il K nel processo enzimatico (Masui et al. 2002; Ranglal'sui 2002;
Pagliarani et al. 1996). Risultati simili in quesenso sono stati riportati in Mammiferi
(Wall et al. 1999; Kurtz e Balaban 1986), TeleogRandall e Tsui 2002), Crostacei
(Masui et al. 2002) e Molluschi Bivalvi (VentrellE992a; Borgatti et al. 1998). La
sostituibilita del K con NH;" & stata ipotizzata essere direttamente respoasagila
tossicita delllammoniaca alterando il gradienteiGontransmembrana inducendo cosi
depolarizzazione di membrana (Weihrauch et al. 20Rdndall e Tsui 2002), e
riducendo la concentrazione intracellulare di sadibvelli incompatibili con la vita
(Camargo e Alonso 2006). Pochi dati sono presentietteratura sull'interazione
dell’azoto ammoniacale con la Na,K-ATPasi di ModhsBivalvi. Uno studio condotto
in precedenza sul bivalwd. galloprovincialis(Pagliarani et al. 1996) ha evidenziato un
diverso effetto dellazoto ammoniacale sulle duePA3i Na-dipendenti in prove in
vivo e invitro. L'effetto e risultato anche essere tessuto, e-dijzendendente. Wivo,
in seguito all'esposizione dei mitili a due diversencentrazioni di NEIN, e stata
riscontrata attivazione della Na,K-ATPasi branahiger esposizione a 0,4 mg/L di
NHs-N, e al contrario inibizione per 1,0 mg/L di BN; in vitro, aggiungendo NECI
al sistema di reazione, solo la maggiore delle shreentrazioni saggiate (1,0 mg/L) e
risultata in grado di stimolare I'attivita Na,K-A8&Bica. Nel mantello la Na,K-ATPasi &
risultata insensibile all’NEtN, sia invivo che invitro. In uno studio analogo, condotto
suT. philippinarumesposte a concentrazioni di circa 0,5 e 1,0 mgANlHk-N, la Na,K-
ATPasi non ha manifestato alcun effetto (Pagliaehmail. 1999).

| composti organostannici sono invece contamindatiambiente acquatico di
origine antropica; l'ipotesi che la Na,K-ATPasi pasessere un bersaglio per questi
composti &€ sostenuta da pramevitro che mostrano la sua inibizione in larveAdiemia
(Machera et al. 1996) e nel fegato e cervello pot(Gamuel et al. 1998). Prowevivo
che mostrano inibizione della Na,K-ATPasi in ratéittati con dibutilstagno (Srivastava
1990) sostengono l'ipotesi che l'inibizione della,K-ATPasi possa rappresentare uno
dei meccanismi attraverso cui si esplica la togsidei composti organostannici (Appel
2004).



2.1b Na-ATPasi

Negli ultimi decenni crescente attenzione e statalta ad una seconda attivita
ATP-asica, anch’essa Na Md* dipendente, riscontrata nella membrana plasméltica
numerose specie animali, spesso in coesistenzéadoen nota Na,K-ATPasi, e come
guesta presente nelle membrane basolaterali duleetirientate (Proverbio e Del
Castillo 1981); tale attivita ATP-asica e presuinignte coinvolta nella regolazione
ionica cellulare. La principale caratteristica cotiferenzia questa Na-ATPasi dalla
classica pompa del sodio e l'insensibilita a cotreeioni di ouabaina che annullano
completamente ['attivita della coesistente Na,K-A$P per cui questa attivita
enzimatica viene in generale definita ouabainariside. Oltre che nei Mammiferi,
dove e stata inizialmente evidenziata (Proverbial.e1991, 1988, 1975), la Na-ATPasi
e stata trovata in numerose specie animali appartea un ampio spettro di gruppi
tassonomici e in particolare in animali acquatrei it quali: Teleostei di acqua dolce
(Ventrella et al. 1992b) e marini (Ventrella et #090), Crostacei (Proverbio et al.
1988) e Molluschi, sia d’acqua dolce (Lagerspe®enrius 1979) che marini (Pagliarani
et al. 1996; Ventrella et al. 1992a; Proverbioletl888; Howland e Faus 1985), tanto
da far supporre una sua diffusione paragonabile uallay della Na,K-ATPasi.
Attualmente l'esistenza di una pompa ATPasica auwab@nsensibile che media il
trasporto di N& all’esterno della membrana plasmatica, senzadmbo con il K, &
stata ipotizzata in diversi tessuti e specie aniroghi qual volta e stata riscontrata
un'attivitd ATPasica Na e Mg -dipendente con proprietd in parte distinte dalla
coesistente Na,K-ATPasi. | primi dati sperimenthie hanno portato alla dimostrazione
di questa attivita enzimatica sono stati ottenatime sopra ricordato, in tessuti di
Mammiferi: qui I'attivitd Na-ATPasica é stata asisba alla formazione di un flusso di
ioni Na' attivata dal catione stesso, ma indipendenteipialdi anione che accompagna
il Na*, facendo cosi escludere che si tratti di una ATBa®nica (Proverbio e Del
Castillo 1981). In tessuti di Mammiferi & stato dmirato che il trasporto
transmembrana degli ioni Navviene attraverso due modalita, una in scambipilco
K*, attuato dalla Na,K-ATPasi, e l'altra insieme msporto con CJ| o altri anioni, e
acqua, attuato dalla cosiddetta Na-ATPasi.

Come nel caso della Na,K-ATPasi, e stato dimostchi® la Na-ATPasi e una
ATPasi di tipo P formando un intermedio fosforilataratteristico con p.m. di circa
100.000 Da durante il ciclo catalitico (Caruso-Nee¢ al. 2000; Proverbio et al. 2000;
Ventrella et al. 1997). Studi diretti alla evidesm@bne del meccanismo di tale ciclo non
hanno portato tuttavia a mettere in luce sostanditierenze con quello della Na,K-
ATPasi: la fosforilazione avviene con un legame BdRalta energia come per la Na,K-



ATPasi, il complesso proteina-fosfato formato ieganza di Naé del tipo acil-fosfato

e la fosforilazione & Mg-dipendente (Ventrella et al. 1997), indotta deo$emide
(Thomas e Del Castillo 2000) e insensibile al(Raruso-Neves et al. 1999), mentre la
defosforilazione e inibita da furosemide (Ventradtaal. 1997). In base a questi dati il
ciclo catalitico, ancora in parte da chiarire, Besnatizzato in Figura 2.1e
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Figura 2.1e Ciclo catalitico della NaATPasi

Il meccanismo di espulsione del Natilizza I'energia derivata dall’idrolisi
dellATP e consuma ossigeno (Proverbio et al. 1988jtanto in condizioni di anossia
0 in presenza di disaccoppianti della catena ratpia mitocondriale risultano inibite
I'attivita Na™-ATPasica al pari quella Na,K-ATPasica (Whittembarproverbio 1970).

Esistono perdo notevoli differenze tra le due dflivienzimatiche che le
caratterizzano in maniera specifica: un aspettoldorentale e la diversa sensibilita ad
alcuni inibitori. Nei Mammiferi la N&ATPasi non & inibita dallouabaina in
concentrazioni 1-10 mM, mentre la Na,K-ATPasi viecmmpletamente inibita da
concentrazioni pari a 0.1 mM. D’altra parte la N&P®si viene inibita totalmente da
acido etacrinico 2 mM che riduce I'attivita dellaesistente Na,K-ATPasi solo del 53%
(Proverbio et al. 1975). La maggiore sensibilittaaido etacrinico €& stata riscontrata
anche in Teleostei (Ventrella et al. 1987; Borgattial., 1985) e attualmente questo
composto viene considerato un inibitore specifi@dlad N&-ATPasi. Altri inibitori
riportati come preferenziali sulla Na-ATPasi soabneno nei Mammiferi, i diuretici
furosemide e triflocin (Del Castillo et al. 1982)liwerse saponine stereoidee (De Souza
et al 2004). Inoltre I'attivita della Na-ATPasi @me gia detto, indipendente sia dalla
presenza di un secondo catione monovalente attivahtontrario della Na,K-ATPasi,



sia dagli altri anioni che vengono cotrasportasiéme al N& (Proverbio e Del Castillo
1981). La Na-ATPasi sembra ancora piu sensibileialoambiente lipidico della Na,K-
ATPasi poiché viene inattivata da detergenti (D@G& invece attivano la seconda
(Trigari et al. 1986). Recentemente e stato dimatstche I'attivita Na-ATPasica in
tessuti di Mammiferi e inibita dalla perossidazioligidica, mentre I'aggiunta di
fosfatidilcolina di soia, ricca di acidi grassi pasaturi, protegge dalla perossidazione e
consente il mantenimento dell’attivita enzimatib&a(in et al. 2000).

In tutti i gruppi tassonomici studiati la Na-ATPdsa mostrato caratteristiche
comuni quali l'insensibilitd a concentrazioni diaaina, l'inibizione da parte della
furosemide e dell’acido etacrinico e la richiestaud solo catione monovalente, non
obbligatoriamente Na Al contrario le risposte ad alcuni effettori sewaro
caratterizzare diversamente l'attivita enzimatiea pecilotermi, Teleostei e Molluschi,
rispetto ai Mammiferi, suggerendo che la sensiitiel’'enzima ad alcuni parametri
abbia subito cambiamenti evolutivi anche in funeiatiel diverso ruolo assunto. I
confronto delle attivita Na-ATPasiche in animaliqaatici esposti a diverse salinita
ambientali ha portato a ipotizzare una diversa gdexnza delle due diverse pompe del
Na’ in dipendenza della salinita. Nelle branchie diedstei marini (Trombetti et al.
1990; Pagliarani et al. 1988; Borgatti et al. 1985)i acqua dolce adattati all’acqua
salata (Ventrella et al. 1992a; Pfeiler e Kirschh@72) I'attivita della Na,K-ATPasi
prevale nettamente su quella della Na-ATPasi, reemgtle branchie di trota adattata
all'acqua dolce (Ventrella et al. 1992b; PfeileKieschner 1972) accade il contrario.
Queste osservazioni hanno fatto ipotizzare chealdlNPasi ouabaina-insensibile abbia
un ruolo prevalente nellosmoregolazione dei tefleiod’acqua dolce, contribuendo a
mantenere la pressione osmotica cellulare supeaageella esterna (Ventrella et al.
1992b).

La presenza della Na-ATPasi € stata riscontratheamcinvertebrati acquatici: in
particolare inM. galloprovincialis I'attivita Na-ATPasica in mantello, branchie e
epatopancreas e risultata nettamente superiorelaglella coesistente Na,K-ATPasi
(Trombetti et al. 1992); in altri Molluschi Bivalhguali Anodonta cygneélagerspetz e
Senius 1979) M. edulis(Howland e Faus 1985) é stata riscontrata I'aé&tiiTPasica
ouabaina-insensibile, mentre non € risultata deterdoile, almeno nelle condizioni
riportate dagli autori citati, quella Na,K-ATPasida altre specie, come i@hamelea
gallina e Scapharca inaequivalyida Na-ATPasi non risulta prevalente rispetto alla
Na,K-ATPasi. InT. philippinarumnelle branchie le due ATPasi hanno attivita simile
mentre nel mantello spesso I'attivita Na-ATPasioa risulta determinabile (Pagliarani
et al. 2002). Inoltre anche l'attivazione della NaPasi da parte di cationi monovalenti



risulta diversa a seconda della specieMingalloprovincialis(Ventrella et al. 1992a),
M. edulise nel calamar®oritheutis plei(Proverbio et al. 1988) l'attivitd enzimatica
puo essere attivata da diversi cationi che prendloposto del N&; in particolare si &
riscontrato in questi animali una completa sosiitoe del Na da parte dello ione NA.
Tale attivazione aspecifica da N&*, NH,", Li* era stata osservata anche nella spigola
(Dicentrarchus labray dove e stato dimostrato che tali cationi sembiateragire con

lo stesso sito di legame dell’enzima (Ventrellaletl987). La sostituibilita del Naon
altri cationi monovalenti nell’attivazione dellAERBi insensibile al’ouabaina ha fatto
supporre che guesta attivita enzimatica possa aakneno negli animali acquatici, un
ruolo nella regolazione di cationi monovalenti amaliversi dal N& Nei Mammiferi
invece solo il LT pud parzialmente sostituire il NgDel Castillo e Robinson 1985;
Marin 1983). Altre differenze di specificita di igdzione tra le specie studiate
riguardano l'idrolisi di nucleotidi trifosfati: mere nei Mammiferi solo 'ATP puo
fungere da substrato per la Na-ATPasi, aspettdachentraddistingue dalla coesistente
Na,K-ATPasi (Del Castillo et al. 1982), nella spg@mbedue le attivita enzimatiche
idrolizzano anche GTP, UTP e CTP, sia pure con wine di efficienza diverso
(Borgatti et al. 1985).

L’insieme di queste osservazioni sembra conferrtig@esi che negli organismi
meno evoluti la Na-ATPasi la cui attivazione riaulh generale meno specifica e la cui
incidenza come attivita percentuale sulla coesistedda,K-ATPasi € in generale
maggiore, rivesta un ruolo rilevante nella regaagiionica e che essa abbia in qualche
modo perso la sua importanza salendo nella scalatexa in favore della piu specifica
Na,K-ATPasi (Pagliarani et al. 1991). A quest'ulimrimarrebbe, in generale, il
maggior carico della regolazione del'Nwi Vertebrati. L’elevata attivita Na-ATPasica
riscontrata nelle branchie di trota d’acqua doMentrella et al. 1992b) sarebbe invece
in relazione al ruolo preponderante, attribuito @esia attivitd enzimatica, nella
osmoregolazione dei Teleostei in ambiente ipoosraoti

Anche se le diverse proprieta tra le due attiviidPAsiche riscontrate in tessuti e
classi zoologiche diverse suggeriscono che le dliBaAi corrispondano a strutture
enzimatiche almeno in parte distinte, questo aspmitrebbe essere definito soltanto
dalla separazione delle strutture proteiche resgmhgelle due attivita enzimatiche.
Tentativi in tal senso hanno portato ad evidenziarepreparazioni microsomali di
branchie di spigola, due frazioni proteiche conedsv profili SDS-PAGE; una con
attivita Na,K-ATPasica con due bande a 95.000 @@bDa, l'altra con attivitd Na-
ATPasica corrispondente ad un profilo proteico d@mde a 60.000 e 30.000 Da
(Trigari et al. 1985). Nonostante numerosi datirspentali indichino la possibilita che



le due attivita enzimatiche siano attribuibili atzemi diversi, per quanto € noto finora
non é stato possibile separare le due struttureiphe responsabili dell’attivita Na- e
Na,K-ATPasica (Thomas e Del Castillo 2000).

Per quanto riguarda l'effetto di contaminanti amitedi su questa attivita
enzimatica, esistono pochi dati in letteratura.twia la sua risposta nei Vertebrati a
una serie di modulatori quali bradichinina (Cardsases et al. 1999) e angiotensina
(Rangel et al. 2000) & sempre distinta da quella deesistente Na,K-ATPasi.

La maggiore incidenza della Na-ATPasi sulla Na,KP&§i nei Molluschi Bivalvi
rispetto ai Vertebrati e la sua aspecifica attivagida cationi monovalenti hanno fatto
pensare che essa possa essere coinvolta nel tcagp@ationi monovalenti, oltre che
nei processi di assorbimento di soluti legati aldignte di N tra il compartimento
intra- ed extracellulare. Inoltre I'accertamento utia sua sensibilita a contaminanti
ambientali puo costituire un valido strumento pidgre i meccanismi di interazione
di sostanze tossiche con I'enzima, oltre che pdividuare parametri biochimici per
segnalare condizioni potenzialmente nocive.

Esistono pochi dati sperimentali sull’effetto dentaminanti ambientali sulla Na-
ATPasi di Molluschi Bivalvi. Pivovarova et al. (1®Phanno mostrato, nel mitilo di
acqua dolceAnodonta cygnearefrattarieta della Na-ATPasi al cadmio a differe di
altre attivita ATPasiche. Precedenti ricerche hamogtrato che iM. galloprovincialis
esposto a 1,0 mg/L di azoto ammoniacale {#hlla Na-ATPasi di mantello e risultata
inibita del 30% (Pagliarani et al. 1996), mentresposizione dil. philippinaruma
concentrazioni di circa 0,5 e 1,0 mg/L di NN, ha mostrato attivazione della Na-
ATPasi (Pagliarani et al. 2003).



2.2 La fosforilazione ossidativa mitocondriale

Tutte le tappe enzimatiche della degradazione aseg&l dei carboidrati, degli
acidi grassi e degli amminoacidi nelle cellule &d&be convergono nella tappa finale
della respirazione cellulare, in cui I'energia potd dalle ossidazioni viene utilizzata
per la sintesi di ATP. La parte terminale di qugstacesso e localizzata nei mitocondri
(fosforilazione ossidativa mitocondriale). Gli situgbno stati effettuati principalmente
in tessuti di Mammiferi e la descrizione della caterespiratoria mitocondriale si
riferisce a quanto e stato riscontrato in questnah. Peraltro, sebbene esista un minor
numero di studi sulla fosforilazione ossidativa rdolluschi Bivalvi rispetto ai
Mammiferi, indagini sul consumo di ossigeno duraittenetabolismo aerobico nel
genereMytilus hanno evidenziato, sia nelle branchie che nel eflantmitocondri con
caratteristiche pari a quelle dei Mammiferi. Inelthon sono state finora riscontrate
proprieta diverse nella catena respiratoria (deatweMathieu 1992).

I mitocondri sono organelli costituiti da due memn, di cui quella esterna é
facilmente permeabile a piccole molecole (<14 k[@a)a ioni, che si muovono
liberamente attraverso canali transmembrana formatiuna famiglia di proteine
integrali di membrana chiamate porine. La membrnaitacondriale interna & invece
altamente selettiva e impermeabile a piccole méddee@ quasi tutti gli ioni, compresi i
protoni ed il suo attraversamento e possibile solo I'ausilio di trasportatori (Wallace
e Starkov 2000). In questa struttura sono locdiizzmache i componenti della catena
respiratoria e il complesso enzimatico che sirzatiZATP.

Essendo selettivamente permeabile, la membranaonitiviale interna determina
una separazione netta degli intermedi e degli enzitwsolici da quelli dei mitocondri;
percui trasportatori specifici consentono il pagsaglel piruvato, degli acidi grassi e
degli amminoacidi o dei loro derivadi-chetoacidi nella matrice mitocondriale, dove
vengono degradati dal ciclo dell'acido citrico.tddsportatore dei nucleotidi adenilici
permette lo scambio dell ATP con 'ADP, questo mpette l'uscita dellATP dal
mitocondrio verso i siti di utilizzazione extranmgtndriali e il rientro dellADP
all'interno del mitocondrio per la formazione dAITP (Murray et al. 2000).

La catena respiratoria mitocondriale € costitudauwha serie di trasportatori di
elettroni, la maggior parte dei quali &€ costituita proteine integrali di membrana,
contenenti gruppi prostetici in grado di donarecoedtare elettroni. Tali trasportatori,
collegati da trasportatori mobili a peso molecolalativamente basso, sono organizzati
in complessi sopramolecolari intramembrana che grassessere tra loro separati
mediante un blando trattamento con detergenti azidado quattro complessi che
partecipano al trasferimento di elettroni (Nelsabax 2006) (Figura 2.2a).
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Figura 2.2a schema generale dei complessi che compongondsténtga di trasporto

elettronico della fosforilazione ossidativa
(Modificato da: http://courses.cm.utexsas.edu/epttch339k/fall2005/FinalReview.html)

| Complessi |, Ill e IV catalizzano il trasporto eliettroni da NADH all’ossigeno
trasferendo protoni dalla matrice mitocondrialeo aépazio intermembrana cosi
generando il gradiente protonico necessario aliesi di ATP. Il Complesso I
trasferisce elettroni alla catena respiratoria slatcinato senza trasporto di protoni.
All'interno della membrana mitocondriale interna tedva anche I'ATP sintasi che
utilizza la forza motrice protonica per sintetizdfATP come verra descritto in
dettaglio piu avanti.

I Complesso |, o NADH deidrogenasi, € un enzimagdandi dimensioni
contenente piu di 42 catene peptidiche diversereeoente almeno sei centri ferro-
zolfo, e catalizza il trasferimento di due eletiralal NADH al all’'ubichinone (Q)
(Figura 2.2b). Il primo passaggio del trasportottedaico sposta due elettroni dal
NADH al flavin mononucleotide (FMN), il gruppo ptesico di questo enzima; i due
elettroni, attraversano poi diversi centri ferrdfappassando alla proteina ferro-zolfo
N-2 caratterizzata da una struttura-Bg Il centro N-2 & considerato il donatore diretto
di elettroni all’'ubichinone che si riduce a ubiabim (QH), in grado di diffondere
all'interno del doppio strato lipidico (Lenaz et. #006). Questo trasferimento di
elettroni porta all’espulsione dalla matrice di tjtea protoni per ogni coppia di
elettroni. La struttura del Complesso | € ancoreopaota, il microscopio elettronico ha
finora mostrato una forma ad L con un braccio insaerella membrana mitocondriale
interna e I'altro orientato verso la matrice.
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Figura 2.2b: Struttura e trasporto elettronico del complesso |
(Modificato da: http://courses.cm.utexsas.edu/enttch339k/fall2005/FinalReview.html)

II Complesso I, o succinato Q reduttasi, € un m@ziappartenente al ciclo
dell’acido citrico e catalizza I'ossidazione detemato a fumarato con la formazione di
FADH,; questo poi non lascia il complesso, ma i sucitrelei vengono trasferiti ai
centri ferro-zolfo e all’ubichinone. II Complessd, lcomposto da due subunita
transmembrana e due subunita che si estendonateifip della matrice, guida gli
elettroni dal succinato al FAD, quindi attraverscentri Fe-S fino all’ubichinone in
grado di legarsi ad una delle subunita transmenabedtraverso un apposito sito di
legame.

Altri elettroni possono raggiungere I'ubichinonartiite I'ossidazione di substrati
che non coinvolgono i complessi della catena rasmiia: ad esempio il glicerolo 3-
fosfato formato sia nella degradazione degli agdissi sia durante la glicolisi, e
I’Acetil CoA formato nella prima tappa della ossidazione, tramite le loro rispettive
deidrogenasi cedono elettroni all’'ubichinone.

I Complesso Ill, o citocromo reduttasi, € un coegslo che accoppia |l
trasferimento degli elettroni dall’'ubichinolo alt@tromo c con il trasporto di protoni
dalla matrice allo spazio intermembrana. La stratilel Complesso Il € formata da un
dimero costituito da monomeri identici ciascund tlisubunita.
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Figura 2.2c Tappe del ciclo dell’'ubichinone
(Modificato da: http://courses.cm.utexsas.edu/eottach339k/fall2005/FinalReview.html)

Grazie alla determinazione cristallografica ai iageg agli studi biochimici sulle
reazioni redox é stato possibile elucidare il mawrao di trasferimento degli elettroni
e dei protoni attraverso il complesso. Questo masn#, definito ciclo
dell'ubichinone pud essere descritto in due tapmestrate in Figura 2.2c dove per
semplicita € mostrato un unico monomero. Nella priappa una molecola di Qldede
un elettrone ad un centro ferro-zolfo che a su#avol trasferisce al citocromq e al
citocromo c, proteina solubile dello spazio intermbeana. L’'ubichinolo ossidato ad
anione semichinone (Q dalla perdita dell’elettrone trasferisce, ossittasi a Q, il suo
elettrone rimanente a due diversi citocromi €bly), che hanno diversa affinita per gli
elettroni. L'eme QB a sua volta riduce un Q legato vicino al versatitesolico
formando Q. Nella seconda tappa un secondo,@hgisce allo stesso modo del primo
cedendo un elettrone al citocromo ¢ e un altro rapg eme del citocromo b. I
citocromo By trasferisce I'elettrone al Qformatosi nella prima tappa e generando cosi
un nuovo QH. Nonostante la via seguita dal flusso elettronicquesto segmento della
catena respiratoria sia molto complessa la reaziedex complessiva vede un @H
ossidato a Q con il rilascio netto di due protorllo spazio intermembrana e due
citocromo c ridotti.

I Complesso IV, o citocromo ossidasi, € lultimdrustura della catena
respiratoria che trasporta gli elettroni dal cimoo c all’ossigeno molecolare
riducendolo ad kKD (Figura 2.2d). Il trasferimento degli elettronitraverso la
citocromo ossidasi procede dal citocromo ¢ al eehinucleare Cu della subunita |,



dopo di che gli elettroni passano al gruppo emedella subunita I, e al centro
binucleare Fe-Cu formato da un gruppo emg € uno ione rame (Gu Infine gli
elettroni raggiungono l'ossigeno (Hosler et al. 00

Figura 2.2d: Trasporto di elettroni attraverso il Complesso IV
(Modificato da: http://courses.cm.utexsas.edu/eottach339k/fall2005/FinalReview.html)

Ogni volta che quattro elettroni attraversano quesimplesso, I'enzima preleva
quattro ioni H dalla matrice per convertire IXOn due molecole di acqua. Il complesso
utilizza l'energia di questa reazione redox per para un protone nello spazio
intermembrana per ogni elettrone che lo attravemanentando ulteriormente |l
potenziale elettrochimico prodotto dal trasportotpnico attraverso i Complessi | e 11l
La strategia per la riduzione dell’'ossigeno molam®ldella citocromo ossidasi ha lo
scopo di non rilasciare intermedi dell'ossigenazdmente ridotti, come il perossido di
idrogeno o i radicali liberi ossidrilici, specie ftwreattive che potrebbero danneggiare
la struttura della cellula. Per questo gli intermesstano strettamente legati al centro
Fe-S del gruppas-Cug del complesso finché non vengono completamenteertti in
acqua (Stryer 1996).

Il gradiente protonico ottenuto dal trasferimentetteonico costituisce la forza
motrice protonica: quando i protoni fluiscono sor@amente nella direzione del loro
gradiente elettrochimico questa energia viene desggonibile per la produzione di ATP.

Tutte le molecole trasportatrici di elettroni chartgcipano alla catena respiratoria
possono esistere in due stati: ossidato e ridotippie redox). Nella catena respiratoria
tali coppie sono ordinate secondo un potenzialeoxedrescente (potenziale di
riduzione) (Figura 2.2e). All'inizio della catenaspiratoria viene posta la coppia redox
NAD*/NADH e alla fine la coppia &€H-0. Il trasferimento di elettroni dal NADH e dal



FADH; all'ossigeno risulta quindi termodinamicamenterdpoeo con una differenza di
potenziale totale pari a 1,13 Volt. L’'energia lidasttenuta da questo processo viene
utilizzata per formare il gradiente protonico.

Fino a qualche anno fa la visione piu accreditagladcatena respiratoria
considerava i complessi come entita disperse nepidostrato lipidico collegati
funzionalmente dalla diffusione dei componenti adeapeso molecolare. Recenti studi

strutturali e cinetici favoriscono invece una orgaazione almeno in parte in stato
solido, sotto forma di supercomplessi con changetlimetto degli elettroni tra tutti i

costituenti senza distinzione tra fissi e mobilliBtudi suggeriscono che il complesso |
e il Complesso Il formino un supercomplesso funale e stabile con rapporto
Complesso I:Complesso Il 1:2. Questo supercomplassnbra poi fare parte di un
supercomplesso maggiore, detto respirasoma, ch@reooe anche il Complesso

(Lenaz et al. 2006).
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Figura 2.2e Sequenza dei trasportatori di elettroni all'intedella catena respiratoria con
relativi potenziali redox. Il simboloEsi riferisce ai potenziali calcolati a pH 7.
(Modificato da https//:netfiles.uiuc.edu/slhee/wwsieture/respiratory.gif)



2.2a ATP sintasi/ATPasi

La proteina enzimatica che utilizza la forza marjgrotonica per sintetizzare
ATP e I'ATP sintasi. La reazione inversa, cioe tdlisi di ATP per ottenere energia,
puo essere operata dal medesimo complesso nelltusziane di ATPasi. Anche per
guesto complesso, considerato specificatamenta pedisente ricerca come possibile
bersaglio dell’effetto di contaminanti ambientagn sono riportati finora in letteratura
dati riguardanti i Molluschi. La maggior parte degfudi condotti su questo enzima
coinvolgono principalmente Mammiferi, lieviti e bati. La descrizione che segue si
riferisce a quanto € stato accertato nei MammitéATP sintasi costituisce un grande
complesso enzimatico della membrana interna mitcale ed formato da due
subunita: k, una proteina periferica della membrana,geuna proteina integrale della
membrana, collegate tra loro da un stelo centrdie @no stelo periferico (Figura 2.2f).

P P’ IFg
d

Colll 2 b

Figura 2.2f. Rappresentazione schematica della ATP sintasi
(Da http://www.photoscience.la.asu.edu/photoyn/pveb/cosbfigla.gif)

Il complesso F €& costituito da nove subunita di cinque tipi dsiercon la
composizioneasfayde. Le tre subunita e B sono disposte in modo alternato formando
una specie di sfera schiacciata, la subumpitd costituita da due domini, uno che
attraversa tutto il complessa, fnentre un altro e associato ad una delle subfnite
strutture delle subunita e 6 non sono state determinate, al pari delle alteestadi
cristallografici, ma costituiscono insiemevyalo stelo centrale che unisce E F.
Ciascuna delle tre subunifaha un sito catalitico per la sintesi di ATP; ancleele tre
subunita hanno sequenze amminoacidiche identiederd conformazioni differiscono,
in parte a causa dell'associazione della subynitan una sola delle tre. Come vedremo
piu avanti queste differenze conformazionali $etibno a livello dei loro siti di legame



con ATP e ADP e quindi sono essenziali per il mestao di sintesi del’lATP. La
porzione kr del’ATP sintasi € in grado da sola di catalizzédrolisi del’ATP, ma non
la sintesi (Solaini et al. 1997).

Il complesso F costituisce il canale protonico dellenzima, € pasto da tre
subunita: a, b e c. La subunita c, presente in nundeé 10 unita, € un piccolo
polipeptide molto idrofobico costituito quasi irderente da due eliche transmembrana.
Le subunitd ¢ si associano tra di loro con le eliglerpendicolari al piano della
membrana formando un cerchio che si associa satdaroen la subunita

Lo stelo periferico unisce la subunita a didia superficie esterna del dominip F
ed é costituito da: una subunita b che si legagllaunita a , una subunita d, e una
subunita di OSCP (subunita che attribuisce all'erazia sensibilita all'oligomicina),
che si ancora all’'N-terminale della subunitdi F, (Carbajo et al. 2005).

I meccanismo d’azione dellATP sintasi e statopgwsto per la prima volta da
Paul Boyer; secondo questo modello, tuttora ricoiitbs valido, un meccanismo di
catalisi rotazionale porta alla sintesi di ATP tarata a turno sui tre siti attivi delle
subunitaf di F. Secondo questo modello i protoni entrano in umicanale della
subunita a e qui protonano gli ioni carbossilatb résiduo Asp61 appartenente alla
subunitda ¢ che diventando neutro e in grado di rergivattraverso il doppio strato
lipidico, il che permette la rotazione dell'anetlo subunita c. Avvenuta la rotazione i
protoni vengono rilasciati in un altro semi canalemunicante con la matrice, grazie
allinterazione con le catene terminali di tre desiamminoacidici della subunita a:
His245, Glu219 e Arg210. La rotazione dell'aneltsiituito dalle subunita ¢ porta ad
una rotazione concertata della subunita responsabile del cambiamento
conformazionale dei siti attivi che guida la fornueee e il rilascio del’ATP (Nagyvary
e Bechert 1999).

Il modello per la sintesi del’ATP é schematizzatoFigura 2.2g: nella tappa 1
una subunitgl inizia il ciclo di catalisi nella sua conformazmrO, cataliticamente
inattivo e caratterizzata da una bassa affinitai gebstrati; il flusso protonico fornisce
I'energia necessaria per la conversione dalla cordaione O in quella L che lega
debolmente i substrati ed € a sua volta inattivaltdriore passaggio di protoni
permette il cambiamento conformazionale della siiayinda L a T (tappa 2) che lega
saldamente i substrati e catalizza la formazionAT™? (tappa 3). A questo punto il
ciclo si chiude con l'ultimo cambiamento conforn@mmle dalla forma T alla O che
avendo bassa affinita per 'ATP lo rilascia nellatrice mitocondriale (tappa 4).
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Figura 2.2g Meccanismo di formazione dellATP

Ogni rotazione dell'anello di subunita ¢ di 120%pdn contatto la subunitacon
una diversa subunitfa e la costringe ad assumere la conformazione Quésto modo
per ogni rotazione dy ogni subunita compie un ciclo attraverso le tre possibili
conformazioni e vengono rilasciate tre molecol&dP. Un importante cofattore della
sintesi di ATP durante il ciclo appena descrittib @tione Md": quando questo non &
legato allADP, infatti, non si riscontra I'asimmiet strutturale dei siti catalitici. Sembra
infatti che il Md¢* giochi un ruolo fondamentale inducendo un cambigme
conformazionale della subunitadallo stato L in uno stato di transizione interiethe
porta all’espulsione di una molecola d’acqua ecatetto allineamento di ADP e Pi nel
sito catalitico per permettere la sintesi di ATR (& al. 1999).

La regolazione della ATP sintasi e strettamenteetaiia alla catena respiratoria
mitocondriale e alla necessita energetica dellduleel Quando nella cellula si ha
consumo di ATP la velocita della fosforilazione idativa aumenta, mentre quando la
conversione di ADP in ATP abbassa considerevolmintncentrazione di ADP, il
meccanismo di controllo dell’accettore fa diminuitetrasporto di elettroni e la
fosforilazione ossidativa. Come per tutti gli enzidi membrana, particolarmente
importante e la modulazione dellattivita enzimataperata dal microambiente lipidico.
Gli animali acquatici pecilotermi si adattano inngeale a variazioni termiche
ambientali modificando la composizione di acidi sgiadel doppio strato lipidico,
generalmente aumentando linsaturazione al dimendiella temperatura ambientale
(adattamento omeoviscoso) (Pernet et al. 2006} Vatiazione di composizione e
quindi di fluidita si puo riflettere in una modifizione delle attivita enzimatiche di
membrana, attraverso modificazioni conformaziondilla struttura enzimatica
(Cornelius 2001). L'aumento dellattivita della AT$intasi in carpe acclimatate alle
basse temperature € stato infatti messo in relazamhun aumento degli acidi grassi



insaturi della membrana quindi alla sua fluiditdoi(let al. 2003). Anche se il

meccanismo di interazione tra ambiente lipidicoeadima non é stato completamente
chiarito, sembra che lincorporazione di colesterolella membrana mitocondriale
induca un aumento dell'attivita ATPasica. || med®ssi risultato ottenuto sia in

mitocondri di pesci (Sgrensen 1986) che di mamm({fealanni Rindina et al. 1986)

sembra sia raggiunto tramite un cambiamento cordpionale trasmesso dalla
membrana alla porziong Bell’enzima..
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Figura 2.2h: Struttura dell'oligomicina

L’antibiotico oligomicina (Figura 2.2h) viene codsrato inibitore specifico
dellATP sintasi mitocondriale che viene infattirdeninata OS-ATPasi (oligomycin-
sensitive). L’oligomicina sembra avere piu sitiledgame per la ATP sintasi; studi su
mitocondri umani e di ratto hanno mostrato infatie I'oligomicina & in grado di
legarsi sia alla porzione OSCP della porzione rha anche alla porzione, fn cui
sarebbero coinvolti aminoacidi della subunita ao{SBae e Berdanier 1999). Matsuno-
Yagi e Hatefi (1993) propongono che l'oligomicinateragendo con la subunita F
blocchi il trasferimento di protoni attraverso laembrana mitocondriale e di
conseguenza il trasferimento di energia & F.

Verificare leffetto di contaminanti organostannigu questo complesso
enzimatico nei Molluschi Bivalvi, uno degli obbigttdella presente ricerca, & stato
suggerito dal fatto che l'effetto tossico dei comsfporganostannici sulla fosforilazione
ossidativa mitocondriale € noto da diversi anni §aoel et al. 1984). Molti studi
sperimentali hanno mostrato infatti la loro todsiciin particolare delle specie
trisostituite, cioé quei composti in cui lo stagaolegato con tre gruppi alchilici o
acrilici, su batteri, lieviti e Mammiferi (Bragadgt al. 2003). | composti organostannici



trisostituiti sono in grado di interagire con lasfiorilazione ossidativa a diversi livelli;
ad esempio causando l'inibizione della ATP sintaslinterazione con la membrana
mitocondriale con I'annullamento del gradiente cloesmotico che guida la sintesi di
ATP. La provata azione disaccoppiante del TBT (@otam e Griffiths 1989), sembra
infatti dovuta alla sua capacita di attraversarméanbrana mitocondriale come catione
TBT' senza necessita di trasportatori di membrana EBiiaget al. 2003). Non solo i
composti organostannici trisostituiti sono in gradiointeragire con la fosforilazione
ossidativa, anche il DBT e infatti stato dimostragsere un forte inibitore dellATP
sintasi (Cain et al. 1977). | composti organosteinnisostituiti sembrano interagire con
I’ATP sintasi attraverso la subunitg Bloccando il trasferimento di protoni attraverao |
membrana (Hunziker et al. 2002; Papa 1982), md'attevita ATPasica della subunita
F1, € completamente insensibile a questi composti gUanal. 2005). Alcuni autori
hanno proposto che il sito di legame del TBT coaso complesso enzimatico si trovi
all'interno del canale per la traslocazione deit@mo della subunita a al quale si
legherebbe attraverso legami non covalenti (vorinBads et al. 2004). Secondo Ueno
et al. (2005) il legame del TBT interferirebbe darraslocazione dei protoni attraverso
I'inibizione della rotazione della porziong &ell’enzima.



3. Inquinanti ambientali

3.1 Azoto ammoniacale
3.1a Caratteristiche chimico-fisiche

L’azoto oltre ad essere il maggior costituente 'ditosfera (78 % v/v),
rappresenta uno dei macrocostituenti degli orgamsventi. Nell’acqua di mare, oltre
che nella sua forma elementarg é&Nin forma di composti organici azotati, € present
anche sotto forma di composti inorganici, nitrdli0g), nitriti (NO2) e infine azoto
ammoniacale nelle due forme ione ammonio {Nl¢ ammoniaca (N§).

Le due diverse specie chimiche dell’azoto ammotéaddH,”, e NH;, sono tra
loro interconvertibili secondo la reazione acidedia

NHs" —= NH+H'

Per la quale si puo esprimere la costante di dxjiailKey

[NH3] [H"]
eqte
[NH,']

Alla temperatura di 20°C la costante di equilibrisulta essere uguale a 4*p
questo valore molto piccolo indica che I'equilibrigella reazione acido-base e
fortemente spostato a sinistra e quindi la formedpminante in soluzione acquosa € lo
ione ammonio, almeno in condizioni di pH vicinoaalheutralitd o moderatamente
alcalini.

Alcuni fattori ambientali influenzano le proporziarlative di azoto sotto forma
di ammoniaca e di ione ammonio in soluzione: trastjuprincipalmente il pH e la
temperatura. Il pH influenza direttamente la reagisopra riportata in quanto”H
compare tra i prodotti, e quindi, una sua diminogioovvero un aumento della
concentrazione di ioni H favorisce la formazione di ione ammonio e viceaer
Pertanto, quanto piu alcalino e il pH, tanto maggie il contributo della forma NH
sull’azoto ammoniacale totale. Tuttavia, come % psgservare dalla Figura 3.1al solo
per pH fortemente alcalini (>9) il contributo delfarma NH; diventa prevalente.
Questo significa che in condizioni naturali in aperiie marino, caratterizzato da pH
superiori a 7, il 99% dellammonio & presente coki” (Ip et al. 2006), come anche a
pH fisiologici la forma NH" & sempre prevalente.
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Figura 3.1al Speciazione chimica dellazoto ammoniacale
in funzione del pH
(Modificato da:_http://www.sws.uiuc.edu/nitro/nspecasp

L’aumento della temperatura, che si esplica direttenente sulla
costante di equilibrio, porta a favorire la formazione di ammoniaca
(Morris 1987). Allaumentare della salinita, per efetto dell’aumento
della forza ionica, la concentrazione dell’ammonia& diminuisce
(Emerson 1975), mentre aumenta quella di NA. A causa della
combinazione di questi effetti, & stato dimostratan aumento della
quota di NH," rispetto all’azoto ammoniacale totale al’aumentae
della salinita tra 5 e 25°C (Johansson e Wedborg 80). Si osserva
tuttavia che I'effetto della salinita sull’equilibrio NHs/NH," € molto
meno rilevante quantitativamente rispetto a quelleesercitato dal pH e
della temperatura.

3.1b Esposizione e accumulo

| composti azotati in generale rientrano tra i itoehti non conservativi
dellacqua di mare, in quanto subiscono notevoliriazaoni quantitative, sia
complessive che dei rapporti reciproci tra i vaeridati presenti, a seconda delle
condizioni ambientali e in dipendenza di svariaittdri (apporti fluviali ecc.).
Generalmente i nitrati predominano, sul fondo, tmreemei primi 100 metri di
profondita si possono trovare anche notevoli qtemti ammoniaca e di nitriti formati
dalle attivita biologiche. Tutte le forme organicheé inorganiche sotto cui si presenta



I'azoto sono legate tra di loro attraverso il cidiell’azoto (Figura 3.1b1) che, attraverso
la fissazione chimica e biologica delpN nitrificazione, denitrificazione e

decomposizione della materia organica, intercomvediversi composti azotati tra di

loro.

Fissazione

biologica
Cianobatteri

N, atmosferico ‘

Sintesi
chimic

Denitrificazione
Materiale organico

Decomposizione
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proteica

Fissazio
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Nitrato riduzione

! Batteri anaerobi

Figura 3.1b1: Ciclo dell’azoto

Le concentrazioni di questi composti azotati inorga nel mare oscillano
generalmente all’interno dei seguenti intervallvdiori (Cognetti 1992):

NOs = 1 - 600 pg/L
NO, =0 - 15 pg/L
NH3-N (NH;3 + NH4+) =30 - 200 pg/L

Particolare interesse rivestono, ai fini della prds ricerca, i processi chimico-
biochimici che portano alla produzione di azoto amracale nelle due forme
NHs/NH.", della cui interazione con alcune attivita enzioke di membrana ci si
occupa specificamente.

L’azoto ammoniacale entra nel ciclo dellazoto atarso diverse fonti:
I'escrezione dei cataboliti azotati degli organismarini, la decomposizione della
sostanza organica ad opera dei batteri la fissazidell'azoto molecolare, il
dilavamento dei terreni concimati con fertilizzaatiotati e infine gli scarichi agro-
industriali. Nellambiente 'ammonio tende ad essessidato a nitrato in due tappe da
batteri aerobi obbligati; quelli del geneMitrosomonasoperano la trasformazione
del’ammoniaca a nitrito, mentre il genekitrobacter interviene nell’ossidazione del
nitrito a nitrato. Nell’ambiente naturale la niicdizione € un processo molto importante,



poiché trasforma I'azoto ammoniacale in forme ps3imilabili: 'azoto infatti viene
assorbito dalle piante principalmente come nitriicambiente acquatico tale processo
contribuisce a rimuovere 'ammoniaca dall'acquajyvatendo I'azoto ammoniacale in
nitriti e nitrati, che rientrano tra i cosiddettitnienti, cioe sali necessari per lo sviluppo
e la crescita della flora algale e di microrganismicondizioni di anossia alcuni batteri
anaerobi possono usare i nitrati, in cui I'azotallsaio massimo numero di ossidazione
e cioé +5, come accettori di elettroni; la piu ctetep riduzione possibile comporta la
conversione ad ammoniaca in cui 'azoto ha numeossidazione-3.

Nel considerare i contenuti relativi delle due forne di azoto
ammoniacale e quello complessivo nell’ambiente mano, occorre
tenere presente i diversi effetti precedentementeedcritti
sull’equilibrio chimico e fattori ecologici tipici dei diversi ambienti. Nei
nostri mari e in particolare nell’Adriatico settentrionale da cui
provengono i molluschi bivalvi utilizzati nella presente ricerca, si
hanno, soprattutto nelle zone costiere in corrispaenza delle foci dei
fiumi, variazioni di salinita che, nelle acque supdiciali e in bacini poco
profondi, possono diventare consistenti, anche ingendenza della
diversa piovosita nei vari periodi del'anno (ARPARegione Emilia
Romagna 2002). Nelle zone costiere, interessate tialtro,
dall’allevamento di alcune specie di molluschi biviai, la variabilita
della concentrazione complessiva di azoto ammonideae in genere
molto alta e strettamente legata a una varieta dittori quali: gli
apporti fluviali, quelli derivanti dagli insediamenti costieri, e infine, in
particolare nelle aree destinate ad acquacolturaaldensita di animali
acquatici, in genere tutti ammoniotelici. Nelle acge di fondo invece
I'azoto ammoniacale si origina principalmente dallamineralizzazione e
sedimentazione della sostanza organica. In particl modo nella
stagione estiva, in presenza di una marcata straiifazione ed elevate
temperature delle acque, e in concomitanza con corzébni anossiche, si
possono avere nelle acque di fondo valori di azotonmoniacale
superiori a quelli rilevati nelle acque superficial (ARPA-Regione
Emilia Romagna 2002). Vale la pena ricordare che iperiodi di



eutrofizzazione e in quelli immediatamente successisi verifica una
concomitanza di condizioni quali scarsita di ossig® e forte aumento
della biomassa, quindi del materiale organico in d@mposizione, che
favoriscono I'accumulo di ammoniaca. Nel mare Adriéico si evidenzia
una tendenza generale alla diminuzione dell’azotonamoniacale
passando dalla costa al largo e da Nord verso SUARPA-Regione
Emilia Romagna 2002); tale andamento € legato al rggior ricambio
d’acqua e alla dispersione degli apporti fluviali h fondali poco
profondi.

Dall'insieme di osservazioni sopra riportate risuls chiaramente
che, per tutta una serie di fattori, popolazioni dianimali marini
sedentari quali i molluschi bivalvi, specie negli mbienti d’allevamento,
sono in condizioni naturali potenzialmente espostin diversi periodi del
loro ciclo vitale a questo contaminante.

3.1c Tossicita

L’azoto ammoniacale, nelle sue due formesM¥HH,;", & una sostanza tossica per
gli animali (Russo 1985), ovvero in grado di praduan effetto sui sistemi biologici
danneggiando seriamente la loro struttura e le far@ioni o causando la morte
dell'organismo. Dal momento che l'azoto ammoniacappresenta il contaminante
principale negli ambienti di acquicoltura, la swadicita ed i meccanismi accertati o
ipotizzati della sua azione tossica sono statidlargnte studiati negli animali acquatici,
mentre i molluschi bivalvi, di cui ci occupiamo leepresente ricerca non rientrano tra i
gruppi tassonomici maggiormente considerati.

Come per tutte le sostanze, la tossicita dell’azotumoniacale dipende dalla
concentrazione, dalla durata e dalle condiziomisiosizione, dalla specie e dallo stadio
vitale dell'organismo considerato.

La tossicita di questo contaminante € stata tradisnalmente
attribuita alla forma NH 3, che essendo una molecola neutra e lipofila, &
in grado di diffondere attraverso le membrane epitkali degli
organismi acquatici molto piu facilmente dello ioneammonio, di cui



risulta quindi maggiormente tossica (Russo 1985).ultavia sembra
ragionevole pensare che anche lo ione NHoossa avere un ruolo nel
determinare la tossicita complessiva dell'azoto amamiacale.
Recentemente alcuni studi hanno infatti evidenziatd coinvolgimento
della forma prevalente NH," nel determinare la tossicita dell’azoto
ammoniacale (Kater et al. 2006).

Diversi effetti ambientali possono influire sulla bssicita dell’azoto
ammoniacale negli animali acquatici. In Figura 3.1t e riportato un
andamento teorico della tossicita rispetto al pH, dve la tossicita
dellazoto ammoniacale viene espressa in termini dialori di
concentrazione tossica. Si nota che all’aumentarestipH la
concentrazione tossica totale di azoto ammoniacahecessaria per
ottenere un effetto acuto diminuisce; questo e legaal rapporto
NH4/NH," che, come abbiamo visto, & influenzato dal pH con
prevalenza della forma maggiormente tossica N+Ha pH = 9,5 a 20°C
(Emerson et al. 1975). Diverse sperimentazioni infia hanno
dimostrato che la tossicita acuta dell'azoto ammoarcale totale
aumenta con I'aumentare del pH sia nei pesci (Camgo e Alonso
2006), che negli invertebrati acquatici (Hickey e Mrtin 1999); quindi a
pH piu alti, per ottenere gli stessi effetti tossic sono necessarie
concentrazioni minori di azoto ammoniacale.

Azoto ammoniacale totale
0l =

N \ ......

Concentrazione tossica




Figura 3.1bTossicita dell'azoto ammoniacale in
dipendenza del pH (Modificata da: EPA 1999)

Similarmente 'aumento della temperatura, favorendo
'aumentare della concentrazione di ammoniaca, faamentare la
tossicita dell’azoto ammoniacale. Arthur et al. (187) hanno infatti
evidenziato una notevole tolleranza degli invertelati all’'azoto
ammoniacale a basse temperature. | meccanismi chegolano il
rapporto temperatura-tossicita non sono noti, ma &tato ipotizzato che
la temperatura possa alterare la tossicita dell’'azo ammoniacale
attraverso un effetto sulla permeabilita delle memkane, sulla
produzione endogena di ammoniaca e/o su altri prossi biochimico-
fisiologici.

L’interazione tra ammoniaca e ossigeno disciolto en altro
importante fattore nel determinare la tossicita ddlammonio in
ambiente acquatico. Alcuni ricercatori studiando dverse specie di
pesci hanno osservato che la tossicita acuta def@o ammoniacale
aumenta quando i livelli di ossigeno disciolto dinmuiscono (Thurston
et al. 1981). Una forte diminuzione del contenutoiassigeno (ipossia o
anossia), infatti, crea condizioni ambientali riduenti che favoriscono
la formazione di NHs.

Altri fattori sinergici possono poi influenzare latossicita dell'azoto
ammoniacale: il calcio (aggiunto come CaCl) ha maostto di avere un
effetto protettivo sulla tossicita mostrata dall’anto ammoniacale in
alcune specie di pesci (Tomasso et al. 1980; Welriet al. 1993); tale
effetto e stato correlato alla capacita del calcidi diminuire la
permeabilita delle membrane e di ridurre anche ladssicita di altri
metalli (McDonald et al. 1989). La diminuzione del permeabilita di
membrana delle branchie potrebbe diminuire o ritardare gli effetti
sulla regolazione ionica, che potrebbe essere unalld cause che
contribuiscono alla tossicita dell’azoto ammoniaca (Tomasso et al.
1980).



Diversi meccanismi biochimici, alcuni dei quali anora non del
tutto chiariti, sono stati chiamati in causa per spegare la tossicita
dell’azoto ammoniacale negli organismi animali.

Uno dei meccanismi piu generali riguarda I'incorpoazione di
NH; per la formazione di amminoacidi: questo processsottrae
chetoacidi (specialmentar-chetoglutarato) al ciclo di Krebs e quindi
provoca diminuzione della produzione di energia; saccumulano cosi
amminoderivati quali glutammato, glutammina ey-amminobutirrato
che hanno effetti tossici sul sistema nervoso (Leimger et al. 1994).

Un secondo meccanismo si basa sul fatto che 'ammaaa,
essendo in grado, come molecola neutra e lipofildi attraversare le
membrane, formando NH," puo dissipare il gradiente protonico e
quindi agire come disaccoppiante della fosforilazioe ossidativa
mitocondriale, con conseguente diminuzione della pduzione di ATP a
livello della catena respiratoria.

Mentre 'ammoniaca e in grado di attraversare le menbrane, lo
ione ammonio necessita di un trasportatore; neglimmali acquatici, in
cui sono state riscontrate due ATPasi Na-dipendentiella membrana
plasmatica (Proverbio et al. 1981, Borgatti et al9485), lo ione ammonio
& stato dimostrato poter sostituire come catione itante il K™ nella
Na,K-ATPasi e il Na' nella Na'-ATPasi sia in pesci (Ventrella et al.
1987) che in molluschi marini (Ventrella et al. 192a) e d’acqua dolce
(Lagerspetz et al. 1992). In questo modo l'ingressiel’NH ,;* potrebbe
portare ad un aumento dell'incorporazione dell’azob ammoniacale nei
tessuti, se la concentrazione esterna e sufficientente alta, e quindi
contribuire in modo significativo a determinare latossicita complessiva
dell’azoto ammoniacale.

Indubbiamente, per effetto di un aumento della conentrazione
extracellulare di azoto ammoniacale si possono prodre alterazioni
degli equilibri ionici intracellulari. Questo aspetto e particolarmente
rilevante nel tessuto nervoso, dove l'alterazioneetl gradiente ionico



transmembrana é stata correlata alla neurotossicitélell’'azoto
ammoniacale (Randall e Tsui 2002). In tutti i tesguinoltre
I'alterazione del gradiente di sodio tra i compartmenti intra- ed
extracellulare pud comportare gravi ripercussioni sli processi
biochimici e fisiologici legati a tale gradiente.

Nelle branchie di granchio I'attivita Na,K-ATPasica e modulata
da NH," indipendentemente da K (Masui et al. 2002), e l'idrolisi
dellATP viene stimolata sia in crostacei eurialini(Masui et al. 2005)
che di acqua dolce (Furriel et al. 2004). La capaei dell’NH ;" di legarsi
alla Na,K-ATPasi nello stesso sito di legame persubstrato naturale
K™ & stata generalmente attribuita al fatto che i duéoni idratati hanno
diametro simile, anche se sembra accertato che ddame con il
complesso enzimatico avvenga nella forma parzialmeno
completamente deidratata (Jorgensen et al. 2003).doinvolgimento di
guesto meccanismo, nel determinare la tossicita dlazoto
ammoniacale, e stato postulato anche in linee cdbui di topo
(Martinelle e Haggstrom 1993). Tuttavia le differerti cinetiche
evidenziate nell'interazione tra ione ammonio e N&-ATPasi in
branchie di granchio rispetto ai Mammiferi suggeriono che la
risposta dell’enzima all’azoto ammoniacale possa gsre differente nei
vari taxa (Masui et al. 2005).

Un meccanismo per il trasporto attivo dello ione amonio
attraverso I'epitelio delle branchie di pesci telestei (Randall e Tsui
2002; Wood 1993) prevede il coinvolgimento di dueTasi di
membrana, la Na,K-ATPasi basolaterale e una Na,H-AFasi apicale,
che trasportano lo ione ammonio rispettivamente irsostituzione di K
e di H'. Studi sul crostacedCarcinus maenas (Santer e Phillips 2002;
Weihrauch et al. 2002) hanno evidenziato un trasptwo attivo
equivalente del’NH," mediato dalla Na,K-ATPasi basolaterale e dai
canali del K" apicali. Il coinvolgimento della Na,K-ATPasi
nell’escrezione cellulare branchiale del’NH" & stato inoltre ipotizzato



in molluschi bivalvi (Henry e Magnum 1980) e crosteei eurialini
(Weihrauch 2004; Masui et al. 2002).

Come gia riportato in modo piu dettagliato nelle seioni 2.1a e
2.1b, 'azoto ammoniacale, in concentrazioni sublati, ha mostrato
effetti diversi sulla Na,K-ATPasi e sulla Na-ATPasinsensibile
all’ouabaina nel mollusco bivalveMytilus galloprovincialis (Pagliarani
et al. 1996). Questi due aspetti e cioe, da un ldtpossibile
sostituzione da parte del’NH," dello ione K nell’attivazione della
Na,K-ATPasi, e del Nd in quella della Na-ATPasi insensibile
all’'ouabaina, e, dall’altro, la modulazione di entambe le attivita
ATPasiche da parte di concentrazioni elevate, ancls® non letali, di
azoto ammoniacale nell’ambiente acquatico, hanno tt® pensare che
entrambe le attivita enzimatiche possano essere ngblte nella
regolazione cellulare del’NH," e che l'interazione con le due attivita
enzimatiche possa rappresentare un ulteriore meccamo attraverso
cui si esplica la sua azione tossica.

Come gia accennato, gli studi volti ad accertare lessicita
dellazoto ammoniacale nei molluschi bivalvi, anchenediante prove di
esposizione, sono relativamente pochi e consideraper lo piu la
mortalita causata dall’esposizione all’azoto ammomicale, mentre
scarseggiano dati su possibili alterazioni di paraetri biochimici. |
valori di LC sq, cioe le concentrazioni di azoto ammoniacale in gdo di
produrre il 50% di mortalita negli organismi esposi, disponibili in
letteratura, mostrano ampie variazioni, a secondaella specie
considerata, dello stadio vitale e dell’habitat. Irgenerale si puo
comunque affermare che le specie di molluschi ch@paiono
maggiormente sensibili al’esposizione a questo ciaminante sono
quelli di acqua dolce (Camargo e Alonso 2006), tamiche la presenza di
alcune specie viene considerata indicatrice di buamgualita delle
acque.



Nell’ambito dei molluschi bivalvi marini la specieTapes
philippinarum, considerata nella presente ricerca, si e rivelata un
precedente studio particolarmente resistente a coimoni di stress
ambientale, incluse alte concentrazioni di azoto amoniacale (Borgatti
et al. 1998). In questa stessa specie, dati di Ethtura indicano valori
di LCgo pari a 18,0 mg/L in forme giovanili e adulte (WandL989),
ottenuti per esposizione all'azoto ammoniacale di giorni.



3.2 | composti organostannici
3.2a Caratteristiche chimico-fisiche

| composti organici dello stagno comprendono unppou di organometalli
contenenti almeno un legame covalente C-Sn e edeaifiti da un atomo di stagno a
numero di ossidazione 4, Sn (IV), centrale e legataun massimo di quattro gruppi
distinti, organici o inorganici.

La formula generale di questi composti puo essgppresentata comesR)SnX,
dove n puo variare da 0, nei composti tetra-sostita 3 nei composti cosiddetti
monosostituiti. R rappresenta un gruppo alchiliglifgtico) o arilico (aromatico) e X
una specie anionica, generalmente inorganica, qtiale, 0, OH, S (Pellerito et al.
2006).

In Figura 3.2al e mostrata la struttura tetraeditican composto organostannico
tri-sostituito.

X

I
Sn

/ \:u. R"
R R’

Figura 3.2al Struttura di un generico composto organostantmiesostituito.
R, R’ e R” rappresentano gruppi (sostituenti) arngg X rappresenta un gruppo
inorganico

| sostituenti organici sono spesso alifatici, comg@palmente uno, quattro o otto
atomi di carbonio e in questo caso i composti stewominati alchilstannici. Tuttavia
alcuni derivati organici dello stagno contengonoelknaromatici quali fenili
(arilstannici). Consideriamo in questa trattaziome,relazione agli obiettivi della
presente ricerca, con particolare attenzione st@ti composti alchilstannici, che
comprendono tributilstagno (TBT) e derivati.

E’ stato ipotizzato che il metallo a pH fisiologiocon sia ionizzato, mentre gli
ossidi non comprendono gruppi elettricamente ca(axena 1987).

Il numero di legami stagno-carbonio e la lunghedelle catene organiche hanno
effetto sulle proprieta chimiche e fisiche dei carsip organostannici ed anche sulla
loro capacita di interagire con i sistemi biolodieellerito et al. 2006).



In generale i composti organostannici sono lipofdnche se talune specie
chimiche presentano anche una certa idrofilicita. polarita della molecola dipende
dalla presenza di gruppi polari e dalla disposiei®paziale di questi. Ad esempio
'ossido di TBT per la sua geometria risulta memdape di quanto la presenza di un
atomo di ossigeno farebbe supporre (Figura 3.2a2)
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Figura 3.2a2 Struttura del TBTO

La presenza dei composti organostannici nella c@otd’acqua e strettamente
legata alle caratteristiche chimico-fisiche, laol@olubilita nel’ambiente acquatico e
bassa e dipendente da salinita, pH e temperaturgenerale si puo affermare che la
solubilita di questi composti aumenta con la dizione della salinita e con
'aumentare della temperatura. Nell'lambiente adgoatviene riportato un valore di
solubilita per il TBT di 50 mg/L in condizioni stdard (Hoch 2001). In generale nelle
acque naturali le forme predominanti dei vari costporganostannici sono i cationi e
gli idrossidi. La forma cationica e stabile a valdr pH ambientali inferiori al valore
della costante di acidita (pKa), mentre a valoti giti predomina la forma idrossilata:
ad sempio per il TBT Fent e Looser (1995) riportahe a pH 8 sono presenti le forme
TBT", TBTCI, TBTOH con netta prevalenza della formagsilata (Figura 3.2a3).
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Figura 3.2a3 Speciazione del TBT in dipendenza del pH
(Modificato da: Fent 2004)



Tuttavia, sempre a pH 8 nellacqua di mare €& stiacritta anche una
significativa presenza di TBT come carbonato (H2@01).

3.2b Applicazioni e contaminazione

Per comprendere in che misura i composti organogtarsiano arrivati a
contaminare I'ambiente e in particolare si ritraviaccumulati come in un serbatoio
nell’ambiente marino, occorre tener conto del vastmpo di applicazioni in cui queste
molecole sono state utilizzate, a partire dallaosda meta del secolo scorso (Saxena
1987). Sebbene i composti inorganici dello stagon siano considerati generalmente
tossici, i composti organostannici, che, come ahbiaviisto, comprendono un ampio
spettro di specie chimiche, esercitano in geneaaiene tossica (Hoch 2001). Questa
tossicita e stata sfruttata nel corso degli anmaagrso un ampio spettro di applicazioni
nell'industria chimica, soprattutto nella produzodi vernici antivegetative e come
chemioterapici (Saxena, 1987), ma anche come magerdei tessuti e plastificanti
(Appel 2004).

Anche se il rilascio nelllambiente acquatico deimpmsti organostannici puo
avvenire attraverso diverse fonti, 'apporto qutivamente piu consistente & dato dal
loro utilizzo a livello globale come agenti biogidhe ha provocato una contaminazione
dellambiente acquatico su scala mondiale (Fen4200

La maggiore produzione di organostannici riguard@rmposti in cui si ha una
mono- di- e tri-sostituzione da parte di gruppiileué fenile; d’altra parte i composti
tetra-sostituiti sono utilizzati come intermedi laeproduzione degli altri composti
organostannici (Appel 2004). Il principale utilizdei composti organostannici mono- e
di-sostituiti € come stabilizzanti del PVC, questimposti sono infatti in grado di
impedire la degradazione del polimero attuata dbdre e della luce. Attualmente circa
il 70% degli organostannici prodotti annualmentacsatilizzati come stabilizzanti di
materie plastiche (Hoch, 2001). Il rilascio di giuesmposti da parte dei tubi di PVC e
delle materie plastiche in generale € influenzatibedcondizioni chimico-fisiche quali
pH, temperatura e dalla natura del mezzo dilavaklitani studi hanno dimostrato che
I'acqua potabile puo subire contaminazioni da oogéemnici attraverso il passaggio in
tubi di PVC (Sadiki e Williams, 1999).

| composti organostannici tri-sostituiti, tra i djué piu noto € il tributilstagno
(TBT) (Figura 3.2b1), sono utilizzati principalmerger la loro azione biocidi.
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Figura 3.2b1 Struttura del TBT

Il TBT e stato utilizzato, soprattutto in passatome agente antivegetativo nelle
vernici per imbarcazioni grazie alla sua grandecafia come biocida, in grado di
impedire la crescita di organismi che provocanaastazioni sugli scafi delle navi.
Riscontrata la sua pericolosita e la sua azionathegsu organismi diversi da quelli
bersaglio, a partire dagli anni ottanta diversi gpd@anno progressivamente ridotto
l'utilizzo di questo composto nelle vernici antietgtive. L'International Maritime
Organization (IMO) dell’Unione Europea ha propoktccompleta abolizione del loro
utilizzo nelle vernici dal 2008. Anche in Italia ata recepita la direttiva europea
secondo la quale a partire dal 2003 l'uso di veraittivegetative per imbarcazioni
contenenti composti organostannici deve esserdétoidioo al loro completo inutilizzo
nel 2008.

Queste restrizioni normative hanno prodotto riguliversi e purtroppo finora
non sempre soddisfacenti. La prima nazione eur@peeoibire I'uso del TBT nelle
vernici antivegetative fu la Francia gia nel 1982questa nazione e stata evidenziata
una netta diminuzione delle concentrazioni di oogdannici nelle acque costiere dal
1988 al 1995 mostrando, in questo caso, un effesitivo della legislazione (Tolosa et
al. 1996). Al contrario, dopo dieci anni di leg&lane restrittiva per il TBT, in Spagha
non si e riscontrata nessuna diminuzione effetfisiacomposti organostannici nei porti
commerciali del Mediterraneo (Diez et al. 2002).nNstante le leggi che sempre piu
marcatamente tendono ad eliminare i composti olganaici come agenti biocidi,
vengono ancora oggi riscontrati alti livelli nel M&erraneo in particolare in prossimita
di zone portuali con intenso traffico marittimo #&iva bacini di carenaggio dove si
eseguono verniciature con vernici antivegetatimeali luoghi e spesso anche in quelli
adiacenti i valori permangono tuttora ben al diraagei livelli di pericolosita (Evans e
Nicholson 2000).

Nell'ambiente acquatico i composti organostannicsgpno occupare due diversi
compartimenti: la colonna d’acqua e i sedimenti.



La presenza dei composti organostannici legatiedinsenti € un importante
aspetto della contaminazione ambientale. Questiposth mostrano infatti un’alta
affinita per il materiale particolato organico etbiiganico, con il quale si associano
stabilmente. Nella loro forma cationica, questi taomnanti vengono adsorbiti dalla
superficie dei sedimenti carica negativamente, menaovi legati stabilmente e
portando in alcuni casi ad una loro alta concemdrezin questo compartimento. Dai et
al. (1998) hanno osservato che il TBT e i suoi Inaifi, dibutilstagno (DBT) e
monobutilstagno (MBT), in ambiente acquatico sromtno per oltre il 60% nei
sedimenti; Randall e Weber (1986) precisano chiéanddiente estuario tra il 57 e |l
95% del TBT presente nell’lacqua viene adsorbito sglimenti. La deposizione di
particolato e la risospensione dei sedimenti qupodisono essere, per queste sostanze,
importanti processi di trasporto e interscambicattqua e sedimento.

Per questi motivi negli ultimi anni lo studio del®ncentrazioni di composti
organostannici nei sedimenti si & principalmenteceotrato nelle zone portuali,
essendo queste esposte a continue immissioni darodmanti a causa dell’intenso
traffico marittimo, dalla presenza di attivi bacidi carenaggio e del periodico
drenaggio dei sedimenti.

La compartimentazione dei composti organostanraci vari strati della colonna
d'acqua e i sedimenti influisce inoltre sulla cafacda parte dellambiente di
degradarli. Molti autori riportano un tempo di eitav(cioe tempo di dimezzamento
della quantita) del TBT nella colonna d’acqua d@uai giorni (Dubey e Roy 2003; Dai
et al. 1998), mentre la degradazione del TBT éefoente rallentata, con tempi di
emivita di diversi anni quando il contaminante soagato ai sedimenti (Dubey e Roy,
2003, Omae, 2003). Si deve poi considerare chengdlacqua come nei sedimenti, i
prodotti di degradazione del TBT, cioe DBT e MBTaggiungono al loro precursore
partecipando alla tossicita di questo composto.

La crescente evidenza della persistenza dei comgelt famiglia del TBT nei
sedimenti marini li indica come importante riseesdonte di introduzione secondaria
nell’ambiente (Fent 2004).

E’quindi prevedibile che l'esposizione e il danngliaorganismi marini siano
destinati a perdurare, in particolare per le spebie vivono nei sedimenti. Esistono
infatti prove sperimentali che mostrano una maggiooncentrazione di composti
organostannici in molluschi bivalvi che vivono antaito con i sedimenti rispetto a
quelli che vivono nella stessa zona, ma nella c@atiacqua (Chandrinou et al. 2007).

La degradazione dei composti organostannici nebliamte procede attraverso
una rimozione sequenziale dei gruppi organici dedno di stagno (Hoch, 2001), e puo



avvenire attraverso meccanismi biotici e abioti¢attori abiotici piu significativi negli
ecosistemi acquatici e terrestri sono i raggi vitietti e gli agenti chimici (Gadd,
2000). Molte evidenze sperimentali sembrano comersyggerire che la degradazione
del TBT da parte di microrganismi rivesta il ruaomaggiore importanza in questo
processo. In Figura 3.2b2 & mostrata una via dradiegione del TBT effettuata da
microalghe: gli organismi in grado di effettuargrimo passaggio della degradazione
sono diatomee e dinoflagellati, ma altri tipi diganismi possono parteciparvi
inserendosi lungo la via degradativa. Lee et &89) hanno mostrato come, in acque
dove le microalghe presenti in natura venivano iekate per filtrazione, non si
riscontrava la degradazione del TBT; mentre I'inceato di clorofilla nelle acque era
correlato ad un piu alto tasso di degradazione.
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Figura 3.2b2 Schema di degradazione del TBT
(Modificato da:http://umbbd.msi.umn.edu/tbt/tbt_peamap.html)

Oltre alle microalghe, altri organismi sono in gvall degradare il TBT: in alcuni
casi e stata dimostrata la capacita di degradazlen&BT da parte di batteri (Dubey e
Roy 2003) e diverse specie di funghi sono stateodirate in grado di degradare dal 40
al 90% del TBT presente nell’ambiente (Bernat egoiiski 2006).



Diversi studi hanno mostrato come diversi organismairini sono in grado di
metabolizzare il TBT, che come gli altri organosiian funge da substrato per le
ossidasi a funzione mista. Il processo di degradeziprocede attraverso fasi di
idrossilazione e dealchilazione catalizzate daloccdmo P450, con formazione di DBT,
MBT e stagno inorganico (Appel 2004; Lee 1991).

Gli effetti tossici dei contaminanti ambientali sostrettamente legati alla loro
biodisponibilita. L'assunzione di contaminanti darte delle specie acquatiche, oltre ad
essere influenzata dalle loro caratteristiche atwafisiche, dipende da fattori specie-
specifici. Per composti quali gli organostannidiedn acqua possono essere presenti
come specie cariche e neutre in equilibrio, &€ tabiie aspettarsi un diverso
bioaccumulo a seconda delle specie chimiche pretralén Daphnia magnall
bioaccumulo a pH 8,0 molto piu elevato rispettoHage stato messo in relazione col
fatto che il TBT e presente nella forma TBTOH a¥@%videnziando quindi che questo
composto € accumulato principalmente, anche seoloncome idrossido (Fent 2003).

L’assunzione di composti organostannici da partgliderganismi marini puo
avvenire attraverso i sedimenti, l'acqua e il cibbaccumulo dei composti
organostannici nei diversi tessuti € la risultadiequeste modalita di assunzione
accoppiata alla capacita degli organismi di degeaéd espellere i contaminanti (Ridel
2003). Mentre negli organismi marini ad un bassellb della catena trofica la via
principale di assunzione dei contaminanti e queiieaverso I'acqua tramite le branchie
e la superficie corporea, la via di assunzionexatiso i sedimenti e il cibo potrebbero
essere importante per organismi ai piu alti liviebfici.

Per quanto riguarda i molluschi bivalvi, la via assimilazione principale dei
composti organostannici sembra essere l'acqua, hearse € possibile anche un
accumulo attraverso il cibo e i sedimenti. La viassimilazione sembra riflettersi su
una diversa distribuzione dei composti organostamall'organismo. InViytilus edulis
e nelle vongoleMya arenaria e Tapes decussatusi € osservato un accumulo
preferenziale di TBT nelle branchie quando gli aadinerano esposti al contaminante
nell'acqua, mentre l'assorbimento del TBT attragesedimenti e il cibo porta ad un
maggiore accumulo di contaminante nella ghiandgedtiva (Coelho et al. 2002).

La maggior parte delle ricerche condotte sull’acelondi questi composti da
parte degli invertebrati acquatici riguarda molhise crostacei, in quanto questi gruppi
ricoprono particolare interesse come risorsa altarene sono dominanti in molti
habitat.

In particolare i molluschi bivalvi si sono dimodtran grado di accumulare
significative quantita di tali contaminanti. Talaratteristica € stata attribuita al fatto



che, rispetto a crostacei e pesci, posseggono meotadi degradazione meno
efficienti (Hoch 2001). Esistono diversi studi &adicumulo di composti organostannici
da parte dei molluschi bivalvi nel mare Adriaticettentrionale e in particolare nella
zona lagunare di Venezia, particolarmente utilazper la coltivazioni di mitili e
vongole, in cui sono state riscontrate elevate eomazioni di TBT nei tessuti di
Mytilus e Tapes(Biancotto et al. 2004; Bortoli et al. 2003), fade intravedere un
possibile rischio per la salute umana attraversasslinzione di prodotti ittici
contaminati (Hoch 2001). La capacita da parte dieri molluschi bivalvi di
accumulare nei loro tessuti in modo preferenziBlEBIT rispetto ai suoi composti di
degradazione € stata riscontrata da diversi aisang 2006; Harino et al. 2005;
Boscolo et al. 2004; Barroso et al. 2004; Biancett@al. 2004; Bortoli et al. 2003). Il
ritrovamento di elevate concentrazioni di TBT nesduti di questi animali, oltre a
confermare la bassa attivita del citocromo P45@ele ossidasi a funzione mista
nell'’epatopancreas dei molluschi bivalvi consideratstato messo in relazione con |l
grado di alchilazione di tali composti, per cul BT risulta piu lipofilo rispetto al DBT
e al’MBT (Boscolo et al. 2004).

La capacita di bioaccumulo dei composti organostarta parte dei molluschi
bivalvi sembra inoltre inversamente correlata, a@menellambito di alcune
concentrazioni, alla loro concentrazione nelllambge E’' stato infatti riportato in
Mytilus galloprovincialis(Boscolo et al. 2004) e iM. edulis(Devier et al. 2003) che i
valori piu alti del fattore di bioconcentrazione leTBT si riscontrano negli esemplari
campionati dai siti, 0 esposti a concentrazioneonairi contaminante.

La trasmissione lungo la catena alimentare dei cstrganostannici € stata
osservata da diversi autori, il TBT entra nellaeoatalimentare a partire dal plankton, al
quale e in grado di associarsi (Gadd 2000), e grali® sue caratteristiche lipofiliche e
in grado di arrivare ai piu alti consumatori detlatena alimentare fino alluomo.
Ciononostante ancora poche informazioni si hanrfbascumulazione dei composti
organostannici lungo la catena alimentare, esigtgti un’alta variabilita di accumulo
delle singole specie, anche allo stesso livelldidop probabilmente riferibile alle
differenze specie-specifiche nelle vie di assiniae e nelle capacita di eliminare i
composti organostannici (Strand e Jacobsen 20@sbarRo se il bioaccumulo di questi
contaminanti nei tessuti di vertebrati e invertébe largamente documentato, la
biomagnificazione, ovvero l'aumento progressivo laletoncentrazione di questi
composti e derivati all'interno della catena aliaga, € ancora controverso.



3.2c Tossicita

| composti organostannici sono estremamente topsicgli organismi acquatici
come dimostrato da prova vivo e in vitro per molte specie animali (Fent 2004). La
tossicita di questi composti sembra essere dipeaddsdi numero e dalla natura dei
gruppi organici legati all’'atomo di stagno, mergoarsa importanza, almeno per quanto
riguarda I'attivita biologica, sembra avere la matdegli anioni inorganici (Pellerito et
al. 2006). La tossicita diminuisce in generaleaaithentare della lunghezza di catena
dei gruppi alchilici. | composti considerati maggiente tossici sono quelli trisostituiti,
mentre ad una diminuzione dell’alchilazione dellagso € associata una diminuzione
della tossicita. | composti tetrasostituiti non maso invece attivitd tossica negli
organismi, il che suggerisce che sia necessari@ena polarita perché queste molecole
possano esplicare la loro tossicita (Hoch 200I)BIT €, tra i composti organostannici,
quello che mostra la piu alta tossicita sugli adinagquatici: gia a concentrazioni
nanomolari € infatti in grado di causare effettorgci e acuti sugli organismi
maggiormente sensibili di questo ecosistema corgkealzooplankton, molluschi, e
larve di alcuni pesci (Pellerito et al. 2006).

| composti organostannici esplicano la loro azitmssica sugli animali acquatici
in diversi modi. Numerosi studi su molluschi marniportano infatti un ampio spettro
di risposte a vari livelli: nei gasteropodi & stetodenziato soprattutto I'imposex, cioe
mascolinizzazione a livello anatomico e fisiologidbindividui femminili (Horiguchi
2006; Pellizzato 2004), nei bivalvi disturbi ripratdvi (Regoli et al. 2001),
immunotossicita (Bouchard et al. 1999; Cima efl@89), induzione di apoptosi (Mé
et al. 2001) e danno mitocondriale (Guolan e Yor895). Deformazione della
conchiglia ed inibizione della crescita e svilupo bivalvi esposti a TBT e stata
osservata irCrossostrea giga (Alzieu et al. 1989) ®uditapes decussati€oelho et
al. 2006). In altri casi vongolRuditapes semidecussatsissono rivelate piu tolleranti
non mostrando riduzione del tasso di crescita anmcpeesenza di alte concentrazioni di
TBT (Thain e Waldock 1986).

Tra gli effetti sopra elencati sembra rivestire uolo rilevante la capacita dei
composti organostannici di agire come distruttordacrini. Gli effetti piu evidenti,
sotto questo punto di vista, sono stati osservatholluschi gasteropodi, come prima
accennato, come imposex, tanto che questo viersdayato un sintomo della presenza
nell’lambiente di elevate concentrazioni di compostjanostannici (Leung et al. 2006).
Piu raramente sono stati osservati effetti di misieaazione nei molluschi bivalvi: in
Tapes decussaties stata tuttavia descritta un’interazione del T&h il metabolismo



degli androgeni attraverso l'inibizione dell’arorasit che potrebbe contribuire alla
mascolinizzazione della vongola (Morcillo e Por@®@; Morcillo et al. 1998).

La letteratura riguardante l'effetto tossico a liwecellulare dei composti
organostannici sui molluschi bivalvi non e partarohente ampia. Alcuni studi hanno
tuttavia dimostrato la capacita dei composti orgsnanici di provocare danni al DNA
(Gabbianelli et al. 2006) e, imapes philippinaruminibizione dell’adenilato ciclasi
(Valbonesi et al. 2004). Un’azione immunotossica cimlotta fagocitosi e inibizione
dell’'attivita enzimatica superossido-dismutasi imoeiti esposti a TBT e stata
ampiamente documentata in diverse specie (Matozzl. €002; Cima et al. 1999;
Bouchard et al. 1999).

L’ampia gamma di effetti che i composti organosteinrprovocano negli
organismi e stata ricondotta a molteplici meccanismtuni dei quali ancora non
completamente chiariti. E’ ormai riconosciuto clezibne tossica di questi composti
dipenda dalla loro solubilita nelle membrane biadbg e dal loro accumulo a livello
cellulare, che é diverso a seconda della specimichi(Bertoli et al. 2001). Studi
recenti su colture cellulari hanno dimostrato cleemposti metilstannici trimetilstagno
(TMT) e derivati, dimetil-(DMT) e monometil (MMT) tagno, non si legano alle
membrane cellulari e si ritrovano nel citosol imcentrazioni dipendenti da quelle nel
mezzo di coltura. Tra i composti saggiati il DMThe®a essere quello piu permeabile e
anche quello in grado di provocare maggiori dannDiEIA. Non € ancora noto se
I'espulsione dei composti organici dello stagnolalalellula avvenga attraverso un
meccanismo attivo (Dopp et al. 2007).

Alcuni meccanismi dell'azione tossica dei compastianostannici sono invece
riconducibili alla loro possibile incorporazionelleemembrane biologiche, grazie alle
loro caratteristiche lipofile, e alla loro capadiidegarsi attraverso diverse modalita alle
molecole biologiche.

| composti organostannici incorporati nelle membrdmnologiche, ne possono
variarne le proprieta fisiche, la permeabilita ecdeatteristiche funzionali. La maggior
parte degli studi di incorporazione é stata effgtwitilizzando sistemi modello quali i
liposomi. La struttura del quarto gruppo legato THT sembra in questi sistemi
importante nel determinare il livello di incorpoi@aze: ad esempio TBT cloruro e TBT
acetato si localizzano diversamente nel doppidcstipidico di liposomi (Bertoli et al.
2001). Sembra che la parte idrofobica del TBT agesca con le catene aciliche dei
fosfolipidi, aumentando le interazioni idrofobicl@ queste. Nella fosfatidilcolina il
TBT sembra localizzarsi nella parte superiore wciall'interfaccia lipidi/acqua,
rendendo i gruppi carbonilici piu accessibili atéma, mentre viene escluso da sistemi



contenenti solo fosfatidilammina in cui le cateradlieghe appaiono piu strettamente
impacchettate (Chicano et al. 2001). Il DBT intesag con la superficie di membrana,
mentre il MBT interagisce a ciascun livello del gap strato lipidico. La diversa

localizzazione riscontrata per i composti organusta € stata messa in relazione ai
diversi cationi che si formano in soluzione acqu@ertoli et al. 2001). Se la struttura
delle teste polari dei fosfolipidi € fondamentat determinare il comportamento delle
molecole lipidiche in presenza di organostannichi¢@no et al. 2002), non minore
importanza riveste la composizione in acidi gradgglle membrane, correlata
ripetutamente alla tossicita dei composti orgamosta (Bertoli et al. 2001; Puccia et
al. 2005). Su tali basi una diversa composizionmpessiva di membrana potrebbe
giustificare effetti diversi e anche apparentemeastrtrastanti (Chicano et al. 2002;
Martins et al. 2005). Anche I'azione neurotossicMMT e DMT é stata attribuita alla

loro incorporazione nelle membrane sinaptiche (l€rweg al. 2006).

Un altro meccanismo di tossicita legato all’incagmione di organostannici nelle
membrane biologiche é la promozione della perogiida lipidica. L'incorporazione
di composti organostannici quali il TBT nella fasfidcolina aumenta infatti la
formazione di perossidi (Petrosyan et al. 2003).

La permeabilizzazione della membrana plasmaticaatgelall’incorporazione dei
composti organostannici puo avere importanti ripesoni sui processi legati al
gradiente ionico di transmembrana: nei pesci senijedti che I'assunzione di TBT
nella matrice lipidica della membrana plasmaticadpca una permeabilizzazione
aspecifica e un conseguente annullamento delleerdifke di potenziale tra |l
compartimento cellulare interno e quello esternomgromettendo i processi di
regolazione ionica e il mantenimento dell'osmoéigtllulare (Hartl et al. 2001a).

Nonostante la disponibilita di un grande numeralati in letteratura sugli effetti
biologici dei composti organostannici sui mollusaharini, I'interazione di questi
composti con i meccanismi coinvolti nella regolam@aonica degli animali acquatici, e
soprattutto dei Bivalvi, € ancora poco studiatadbSsu teleostei eurialini (Alkail et al.
2004; Hartl et al. 2001b; Pinkney et al. 1989) masd un’inibizione della Na,K-
ATPasi, enzima chiave nell'osmoregolazione. Evidesgerimentali che hanno portato
a considerare la Na,K-ATPasi un possibile bersaggiocomposti organostannici sono
riportate piu in dettaglio nel paragrafo 2.1, dattica questo enzima di membrana.

Per quanto riguarda i mitocondri, € noto che la mamissione dell’'integrita
della membrana mitocondriale con conseguente altgra dei meccanismi di trasporto
di H*, dell'intero processo della respirazione mitocdeldre il suo accoppiamento con
la sintesi di ATP, risultano tra i primi meccanismilivello cellulare, a subire I'impatto



dei composti organostannici (Bragadin et al. 2@0&;sini et al. 1998), tanto che questi
sono stati definiti potenti veleni mitocondrialiti® et al. 1998). Da tempo € stato
accertato che i composti organostannici si comportaome ionofori (Ortiz et al. 2005)

e quindi agiscono come disaccoppianti della fokfpidone ossidativa mitocondriale

(Saxena 1987; Bragadin et al. 2003; Puccia et @5f provocando una cascata di
effetti (Figura 3.2cl)
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Figura 3.2cl Gli organostannici come disaccoppianti
(Modificato da Saxena 1987)

La permeabilizzazione della membrana mitocondriaemossa dal legame degli
organostannici con il poro di transizione di perbika (Nishikimi et al. 2001) provoca
'annullamento della differenza di potenziale traerno ed esterno; questo altera il
flusso di elettroni lungo la catena respiratoriprevoca il rilascio del citocromo c ,
innescando il processo apoptotico (Jurkiewicz et 2804; Tiano et al. 2003).
L’induzione dell’'apoptosi dei timociti sembra unei aneccanismi implicati nell’azione
immunotossica del TBT (Stridh et al 1998); tuttasieche la perossidazione lipidica &
stata chiamata in causa nell'immunotossicita di BBTBT (Gennari et al. 2000).

Probabilmente piu meccanismi concorrono nel detsainei questi effetti a livello
mitocondriale (Gogvadze et al 2002; Stridh et 808).

L’ATP sintasi infine sembra essere uno dei bersagkcifici del TBT (von
Balmoos et al. 2004), come descritto in modo priigalareggiato nel paragrafo 2.2a.

Oltre che un’interazione con le strutture di memhran un certo senso indiretta
attraverso la modificazione del microambiente ligeddi membrana, alcuni effetti degli
organostannici sono stati ricondotti al loro legaco@ biomolecole. In questi legami
I'atomo di Sn degli organostannici si comporta gahtmente da accettore di elettroni e



tende a interagire con atomi delle biomolecoleradg di cedere elettroni. Gli effetti
sulla perossidazione lipidica sono stati anchendodti al legame con i fosfolipidi di
membrana portando alla formazione di complessiunl@ stagno forma un legame
dativo Sn-O-P (Petrosyan et al. 2003).

Un meccanismo proposto per linterazione proteirganostannici prevede la
formazione di legami covalenti tra lo stagno eupi tiolici presenti nelle proteine.

In presenza di certi composti organostannici digosti ditioli si legano al
metallo formando chelati stabili (Saxena 1987).

< +R SnX2 — SnR2+ 2HX
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Figura 3.2c2 Legame dei ditioli a composti
organostannici disostituiti
(Da: Saxena 1987)

Questo meccanismo, indicando la possibilita diatiehe da parte dell’atomo di
Sn di due gruppi tiolici ravvicinati, potrebbe difisare il maggiore effetto dei
composti organostannici disostituiti rispetto a lqudsostituiti osservato in certi casi
(Saxena 1987).

E’ stato osservato inoltre che I'aggiunta di ditiaipedisce l'inibizione di attivita
enzimatiche esercitata dal TBT: sembra infatti ghgpi sulfidrilici esogeni esplichino
una funzione antagonista verso i composti organagtaimpedendo la modificazione
della struttura terziaria delle proteine e manteloeim forma ridotta i gruppi -SH della
proteina enzimatica (Ohno et al. 2005; Lo et alD3)0 Recenti studin vitro hanno
avvalorato questa ipotesi mostrando che ditioli, nn monotioli, hanno azione
antagonista verso l'effetto biochimico degli orgstamnici (Buck-Koenhntop et al
2006).

E’ stato comunque dimostrato un legame del TBT glbramminoacidi glicina,
cisteina ed istidina (Smith et al. 1979). Mentreegame con la cisteina avviene tramite
formazione di un legame covalente S-Sn, il legao gli altri amminoacidi si attua



tramite I'esterificazione del gruppo carbossilicoildegame ad un atomo di azoto
(Figura 3.2c3).
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Figura 3.2c3 Legame del TBT con gli amminoacidi glicina (Ajsteina (B) e istidina (C)
I gruppi butilici sono indicati B{Da Smith et al. 1979).

Per spiegare il legame del TBT con le proteine atostinche ipotizzata la
formazione di un complesso pentacoordinato del TBi formazione di una struttura
geometrica di bipiramide a base triangolare inlatomo di stagno occupa la posizione
centrale (Smith et al. 1979; Saxena 1987).

Questa struttura puo essere costituita in diveoslim

E’ stato ipotizzato un legame intramolecolare dBITTcon un ligando organico
contenente un gruppo amminico e un gruppo idrassiper cui 'atomo di stagno viene
ad essere legato covalentemente ad un atomo deosse ad un atomo di azoto (Smith
et al. 1979) (Figura 3.2c4).

Bu,‘ I

Sn—0
Bu*™ T :
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Figura 3.2c4: Legame del TBT con un ligando
amminoalcool con formazione di un complesso
pentacoordinato

I gruppi butilici sono indicati BDa Smith et al. 1979).



Un altro tipo di complesso pentacoordinato previedece il legame del TBT con
due residui amminoacidici che vengono a trovarpra@ sotto il piano individuato dal
TBT che in questo caso assume struttura planare(@al987) (Figura 3.2c5).
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Figura 3.2c5: Legame del TBT con residui di cisteina e
istidina con formazione di un complesso pentacoaitoi
(Da Saxena 1987)

Mentre l'interazione del TBT con i gruppi tiolicion formazione di legami
covalenti S-Sn sembra accertata in molti casi,aoemte lavoro di von Balmoos et al.
(2005) ha indicato che, nel caso dellATP sintasiooondriale, il legame del TBT
possa attuarsi tramite interazioni non covalenti¢ senza un diretto coinvolgimento
dei gruppi SH.

La possibilita dei composti organostannici di formma&omplessi e vari tipi di
interazione con le proteine & stata messa in mwazton la diversa attivita biologica di
questi composti. E’ stato osservato che la formazidi un complesso pentacoordinato
con le proteine porta ad una minore attivita bi@agattribuita ad una minore tendenza
del composto organostannico di legarsi ai sitvattelle proteine (Smith et al. 1979).

E’ stato anche ipotizzato che nel caso la moledolarganostannico contenga un
solo gruppo funzionale X e/o ligandi neutri Y, ftérazione di questi gruppi con i
gruppi SH delle proteine con formazione del leg&neS possa avvenire con relativa
facilitd, secondo la reazione:

HS- + (B Sn Yn)X— BusSnS- + HX +nY (n=0 0 2)
potendo portare in alcuni casi anche al manteniongeli’attivita biologica (Smith et al.

1979), probabilmente perche questa interazione opomporta una distorsione
significativa della struttura proteica.



Dal momento che numerosi studi in vitro utilizzankBT disciolto in
dimetilsulfossido (DMSO) e stata anche considelatpossibilita di formazione di un
complesso pentacoordinato TBT(DMSO)n soluzione, per cui gli effetti osservati
potrebbero anche essere indotti da questo comp(8ssith et al. 1979) e quindi diversi
da quelli del TBT cloruro.

Infine, oltre che con le proteine, é stata dimdatla possibilita di alcuni composti
organostannici di legarsi a nucleotidi (Figura 8)2c

Figura  3.2cGLegame di un composto
dialchilstannico con I'adenina
(Da Saxena 1987).

Questa capacita € stata sfruttata per utilizzacenalcomposti organostannici
come farmaci antitumorali (Saxena 1987) e potrefbstificare gli effetti genotossici
riportati in diversi casi (Dopp et al 2007).

E’ interessante osservare che gli studi finora otthdsull’interazione tra i
composti organostannici e complessi enzimatici dntorana, quali la MgATPasi
mitocondriale e le ATPasi Na-dipendenti della mesnlar plasmatica riguardano
generalmente mammiferi, pesci (Hartl 2001a), protoz microorganismi (Saxena
1987) e non esistono praticamente dati sui moliubovalvi, direttamente esposti
nellambiente naturale a questi contaminanti. Appauindi di grande interesse
verificare I'eventuale effetto di tali composti gueste ATPasi in molluschi bivalvi.



Premessa alla parte sperimentale

Alcune specie di molluschi bivalvi marini quali kongola filippina Tapes
philippinarume il mitilo Mytilus galloprovincialis comunemente allevati nellambiente
costiero dell’Adriatico, ci sono sembrati particofente idonei per valutare alcuni
effetti biochimici di contaminanti ambientale digine naturale (azoto ammoniacale) e
antropica (composti organostannici).

I molluschi bivalvi sono organismi considerati sealle dellambiente acquatico
e, per le loro caratteristiche di bassa motilithange capacita di filtrazione e
predominanza in svariati habitat, sono spessozrditi come bioindicatori. Inoltre
questi animali si trovano alla base della catemaesitare di cui 'uomo rappresenta
'ultimo anello. Nonostante I'ampia mole di studcotossicologici che prevedono
I'impiego di questi animali, finora poco si sa dugjfetti a livello cellulare dei composti
di accertata tossicita per gli animali acquaticingiderati nella presente ricerca.
Soprattutto restano ancora in larga parte ipotetimeccanismi attraverso cui questi
contaminanti esplicano il loro effetto negativaj’altra parte poco studiate in generale
nei molluschi sono le pompe ATPasiche ioniche anobrme possibile bersaglio di
gueste classi di contaminanti.

In questo studio si sono considerati complessingaizci che rivestono un ruolo
chiave nella regolazione ionica cellulare quali Ne@,K-ATPasi e la Na-ATPasi
insensibile allouabaina. Per quanto riguarda d&razione con i composti
organostannici, i contaminanti piu pericolosi imsiedeliberatamente nellambiente
marino, lo studio é stato esteso alla Mg-ATPasioouhdriale, gia riportata in
letteratura come bersaglio del piu tossico di questnposti e cioé il tributilstagno
(TBT).

L’interazione dello ione ammonio (NF, specie chimica prevalente dell’azoto
ammoniacale nell'ambiente naturale, con le attidt@Pasiche di membrana Na-
dipendenti, sembra essere coinvolta nei meccan@nnegolazione ionica in alcuni
animali acquatici tra cui pesci e crostacei. Basandu risultati precedentemente
ottenuti in cui & stato dimostrato che lo ione M in grado di sostituire il K
nell'attivazione della Na,K-ATPasi, e il Nan quella della Na-ATPasi insensibile
all'ouabaina, il lavoro sperimentale della presenterca ha inteso approfondire lo
studio dei meccanismi cinetici di interazione detlne ammonio con le due attivita di
membrana Na-dipendenti al fine di contribuire airded, oltre che il ruolo delle due
ATPasi nella regolazione di cationi monovalenticuai possibili meccanismi di
tossicita dell’azoto ammoniacale e in particolagttadsua forma prevalente NH



La contaminazione delllambiente marino da parteainposti organostannici e
0ggi una realta su scala mondiale. In particoladonoei molluschi bivalvi, in grado di
accumulare alte concentrazioni di questi contaminaai propri tessuti e sui quali gli
effetti cellulari sono ormai ben noti, quali immuassicita, danni mitocondriali, disturbi
riproduttivi ecc., non sono stati finora studiatisgibili effetti biochimici su processi
implicati nella regolazione ionica e nella respioaz mitocondriale.

In questa ricerca abbiamo quindi inteso valutarecdgacita dei composti
organostannici di interagire con attivita ATPasichenembrana implicate in processi
biochimici chiave quali la regolazione ionica e Rasforilazione ossidativa
mitocondriale. Gli effetti di TBT e derivati sond®as valutatiin vitro per verificare
l'interazione diretta dei composti organostanni@nci complessi enzimatici di
membrana considerati, la Na,K-ATPasi e la Na-ATRasensibile all'ouabaina, e la
Mg-ATPasi mitocondriale. Mentri@ vivo sono state effettuate prove di esposizione di
mitili al TBT per riprodurre possibili episodi dir@gve contaminazione ambientale
nell’ambiente naturale.

Questi due differenti approcci potranno, integrado vicenda, contribuire ad
approfondire le conoscenze su effetti e meccanismierazione di tali composti con le
attivita ATPasiche di membrana, la cui alterazipné rappresentare il primo stadio di
una serie di alterazioni biochimico-fisiologichelieello di membrana, che possono
rappresentare uno dei meccanismi dell’azione tasdicquesti contaminanti a livello
cellulare.



1. Materiali e metodi

1.1 Disegno sperimentale

La presente ricerca e stata articolata in due kpegimentali:

A) valutazione dell'interazione dello ione ammonitga forma prevalente
dell’azoto ammoniacale a pH fisiologici e anchd’aetjua di mare, con le attivita Na-
dipendenti, sensibili ed insensibili all’ouabainaesenti nella membrana plasmatica.
Questo studio e stato effettuaito vitro, immettendo il contaminante come NH
direttamente nel sistema di reazione, e valutaedattivita enzimatiche in tessuti del
mollusco bivalve Tapes philippinarum Questo approccio sperimentale ha avuto
I'obiettivo di contribuire a chiarire il meccanisnab interazione della forma cationica
del contaminante azoto ammoniacale con le ATPasdipendenti, potenzialmente
responsabile della sua azione tossica a livelloleeé.

B) Studio del possibile effetto di composti alctdlsici sulle attivita Na-
dipendenti, sensibili e insensibili allouabainaggenti nella membrana plasmatica e
sulla Mg-ATPasi mitocondriale di tessuti di mollbsivalvi. L'attivita Mg-ATPasica
determinata si riferisce all'attivita idrolitica I TP operata dal complesso enzimatico
ATP sintasi. Tale linea di ricerca e stata perdagatiraverso due distinti approcci:

1) in vitro, immettendo tributilstagno (TBT) e i derivati dtbstagno (DBT),
monobutilstagno (MBT) e tetraetilstagno (TeET) rs$tema di reazione
utilizzato per la determinazione di ciascuna délEPasi in studio. In queste
prove le attivita Na-dipendenti sono state deteatenin tessuti di vongola
(Tapes philippinarume mitili (Mytilus galloprovinciali3 mentre I'attivita Mg-
ATPasica e stata caratterizzata e valutata netessguti di mitilo.

Le provein vitro sono state condotte per verificare direttamentesfaosta dei
complessi enzimatici considerati ai contaminantjgsai, determinando la
cinetica di inibizione da parte del TBT delle ativenzimatiche, e confrontando
I'effetto delle diverse specie molecolari organosiahe.

2) in vivo, esponendo mitili in ambiente controllato a dieec®ncentrazioni di
TBT, e valutando quindi le ATPasi considerate.

Le prove in vivo hanno inteso valutare le risposte delle stesswitatt
enzimatiche saggiate nelle prawevitro, dopo esposizione degli animali a breve
termine al TBT, in condizioni volte a riprodurreisqdi di grave contaminazione
ambientale.



Si e inteso affrontare, attraverso questo duplippraccio, la complessita di
interazione dei contaminanti organostannici coAT@asi in studio, nel tentativo di far
emergere, tramite il confronto dei dativivo ein vitro e la complementarieta delle due
forme di indagine, meccanismi biochimici di rispos adattamento dei molluschi a
condizioni ambientali potenzialmente negative.

1.2 Sperimentazionen vitro

Per tutte le provén vitro sono stati utilizzati animali di taglia commereialelle
specie Tapes philippinarume Mytilus galloprovincialis provenienti da diverse
popolazioni dell’Adriatico settentrionale.

Gli esemplari di T. philippinarum utilizzati provengono da due distinti
campionamenti. Gli animali del primo campionamefitomato da circa 80 esempilari,
sono stati utilizzati per le prove di interazionelle attivita Na-dipendendenti con lo
ione ammonio. Il secondo campionamento costituio citca 210 animali e stato
utilizzato per le prove riguardanti I'interazionenci composti organostannici.

Gli esemplari diM. galloprovincialis utilizzati per le provean vitro sono stati
campionati in quattro distinti momenti. Ogni campamento era costituito da circa 110
animali e la loro utilizzazione é stata la seguente
1° e 2° campionamento: determinazione delle aitiMa-dipendenti, inibizione da parte

dei composti organostannici e prove con DTE.
3° campionamento: caratterizzazione dell’attivitg-KTPasi mitocondriale e prove di
inibizione da parte del TBT
4° campionamento: determinazione dei parametrticireprove con DTE

Ogni campionamento di animali & stato suddivisdue distinti pool e le analisi

Su guesti sono state eseguite separatamente.

1.2a Interazione delle ATPasi Na-dipendenti con NH

Si e valutata inTapes philippinaruma dipendenza delle attivita enzimatiche Na-
dipendenti dai diversi cationi attivanti immettendoel sistema di reazione
concentrazioni crescenti di Na di NH;", per la Na-ATPasi, e di'’ko NH;", sempre in
presenza di concentrazioni ottimali di Naer la Na,K-ATPasi, e mantenendo costanti
le concentrazioni di tutti gli altri componenti destema.

Nelle prove in cui e stata saggiata la sensibditibuabaina delle due attivita
enzimatiche in presenza di NHcome catione sostituente del Kella Na,K-ATPasi e



del N& nella Na-ATPasi, nei sistemi di reazione venivaggiunte quantita crescenti di
ouabaina. Le prove che si riferiscono alla Na-ATRasbino-insensibile nel tessuto di
mantello non sono state effettuate in quanto Vaétienzimatica in questo tessuto non
era determinabile.

1.2b Risposta delle attivita enzimatiche ai compasbrganostannici

E stata saggiata if. philippinarumla risposta delle due attivita enzimatiche Na-
dipendenti, Na,K-ATPasi e Na-ATPasi insensibiléoathbaina, di branchie e mantello
al TBT, e inM. galloprovincialisanche al DBT, MBT e TeET, quest'ultimo utilizzato
come rappresentativo di composti organici dellgstacompletamente apolari (Figura
1.2b1).

TeET

Figura 1.2b1: Strutture dei diversi composti alchilstanniciiagati

Al fine di chiarire i possibili meccanismi di azierdel TBT sull’attivita Na,K-
ATPasica é stato utilizzato I'agente riducente ditieritritolo (DTE). Il DTE (Figura
1.2b2) & un composto che, come altri compostilditj@ considerato da molti autori in
grado di prevenire l'inibizione di diverse attivignzimatiche da parte di composti
organostannici (Ohno et al. 2005; Lo et al. 2003).
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Figura 1.2b2 Struttura del DTE



L’interazione tra TBT e DTE e stata studiata ingereza di concentrazioni di TBT
che inducevano la massima inibizione possibileanBld,K-ATPasi mentre il DTE é
stato immesso nel sistema di reazione sia direttirehe previa preincubazione con la
frazione microsomale.

In Mytilus galloprovincialise stato poi preso in considerazione il complesso
enzimatico Mg-ATPasi mitocondriale. Non essendos@néi dati in letteratura sulla
determinazione di questo enzima nel mitilo, inmahte sono state definite la
sensibilita dell’enzima all’oligomicina, suo inibite specifico, e le condizioni di saggio
ottimali per la valutazione dellattivita enzimadicin branchie e mantello. La
dipendenza dell'attivita Mg-ATPasica e stata quivalutata rispetto a diversi parametri
di saggio quali pH, concentrazione di MgE€lsubstrato attivante ATP.

La risposta della Mg-ATPasi al TBT é stata valutatanettendo nel sistema di
reazione concentrazioni note crescenti del contamtén

Allo scopo di valutare la cinetica di inibizioneldEBT l'attivitd enzimatica é
stata determinata in presenza di concentraziorscerdi di ATP, nell'intervallo di
concentrazioni attivanti, e in presenza e assendae diverse concentrazioni di TBT
riscontrate inibire l'attivita enzimatica. | valadi Ky, e Vi, sono stati calcolati attraverso
i diagrammi di Lineweaver-Burk. La determinazioredla costante di inibizione (Ki) e
stata attuata valutando l'attivitd enzimatica aedse concentrazioni di TBT e a due
diverse concentrazioni di substrato attivante ATPvalore di Ki é stato quindi
determinato tramite il diagramma di Dixon (DixorMéebb 1979). Anche per la Mg-
ATPasi sono state condotte prove in presenza di &FEe senza preincubazione con la
frazione mitocondriale per chiarire il suo meccarosdi interazione con il TBT, con
modalita simili a quelle descritte per la Na,K-ABRa



1.3 Sperimentazione in ambiente controllato
1.3a Modalita di conduzione della prova di esposiane al TBT, animali
e campionamenti

La sperimentazione in ambiente controllato & sédtettuata negli stabulari del
Dipartimento di Biochimica “G. Moruzzi”, Sezione Biochimica Veterinaria presso la
Facolta di Medicina Veterinaria dell’'UniversitaBiologna a Ozzano Emilia.

Per la prova sono stati utilizzati mitili di tagl@mmerciale della spechMytilus
galloprovincialisdi peso medio senza conchiglia di 5,4 = 0.3 golluschi sono stati
ottenuti dal Centro di Raccolta Molluschi di Cegdawa (FC) e quindi trasportati in
contenitori refrigerati presso gli stabulari. lalmente circa 450 mitili sono stati
suddivisi in 6 vasche posizionate in ambiente testatato alla temperatura di 18°C.
Ciascuna vasca conteneva 57 litri di acqua di radiBciale (sale Coral Life e acqua
della rete idrica) alla salinita di 30%recedentemente preparata e areata con diffasori
pietra porosa per almeno 48 ore. In queste comdizimitili sono stati mantenuti per 48
ore senza alimentazione, per favorire I'acclimataeie per consentire di individuare e
eliminare eventuali esemplari deceduti in seguitottura del guscio e/o traumi subiti
nel trasporto. Terminato il periodo di acclimatamasono stati posti per ogni vasca 60
mitili; si € poi provveduto ad un cambio dell’acqimamettendo in ciascuna vasca 60
litri di acqua di mare artificiale precedentemepteparata e mantenuta areata in due
vasche da 150 litri cadauna, indicate come risaetacqua in Figura 1.3al, e
all'inserimento del TBT. Considerando che tuttorBT inserito nelle vasche venga
assunto dai mitili (Guolan e Yong 1995), le concazibni di TBT da somministrare
agli animali sono state calcolate in rapporto agpsecco dei tessuti dei mitili. Al fine
di ottenere le concentrazioni desiderate & stagpgpata una soluzione madre di
tributilstagno cloruro (TBTCI) di 1 mg/mL in DMSQJa queste si e ottenuta una
soluzione di 0,01 mg/mL in acqua ultrapura Millipot8MQ contenente 0,01% di
DMSO. Aliquote pari a 3 e 6 mL di questa soluzidrano permesso di ottenere le
concentrazioni nominali di 0,5 e 1,0 pg/g peso se@urante la sperimentazione le
vasche sono state posizionate come mostrato indig3al. Nelle vasche denominate
TBT 1A e TBT 1B gli animali erano esposti ad unaaentrazione nominale di TBT
pari a 0,5 pg/g peso secco, mentre nelle vaschendeate TBT 2A e TBT 2B ad una
concentrazione di 1,0 pg/g peso secco, erano @siepti due vasche controllo nelle
quali i mitili non erano esposti. Tutte le vascloae state coperte con teli di plastica
neri per mantenere al riparo dalla luce ed evitammissione di materiale estraneo
(polvere ecc.).



Le concentrazioni utilizzate sono state scelte imdonda riprodurre possibili
condizioni di accumulo di TBT riscontrabili nell’diente naturale (Barroso et al. 2004;
Bortoli 2003). Gli animali non sono stati alimemtate durante il periodo di
acclimatazione ne durante quello di esposizione.

Giornalmente in tutte le vasche sono state efftdtieamisurazioni dei valori di
pH, temperatura e ossigeno disciolto.
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Figura 1.3al Disposizione delle vasche nell'esposizione in i@mie controllato

Dopo 24 ore dallimmissione della soluzione di TBiElle vasche é stato
effettuato un primo campionamento di circa 40 atima ogni vasca. Sono poi state
effettuate due ulteriori aggiunte di TBT dopo 242ore dalla prima aggiunta, in questo
caso essendo rimasti 20 animali in vasca le alegdo@BT aggiunte in ciascuna vasca
sono state ridotte a un terzo rispetto allimmiesiqprecedente. Dopo 120 ore dalla
prima aggiunta di TBT é stato eseguito un secoradopionamento finale di tutti gli
animali rimasti in vasca. La conduzione dell’espemto dal momento in cui i mitili
sono stati esposti al TBT & schematizzato in Figuga2
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Figura 1.3a2 Conduzione dell’esperimento durante I'esposizideiemitili al TBT

Per ogni campionamento gli individui di ciascunacasono stati dissezionati e
utilizzati in parte per la determinazione del pedal, contenuto d’acqua e dell'indice di
condizione, e in parte come fonte di tessuto perpileparazione delle frazioni
microsomali e mitocondriali di branchie e mantedldle quali sono state determinate le
attivita enzimatiche.

1.3b Analisi dell’acqua

Sulle acque di mantenimento utilizzate per le prdvesposizione dei mitili per
tutto il periodo di sperimentazione sono stati dwuteati giornalmente mediante
apparecchiature portatili: contenuto di ossigenscidlto espresso in percentuale di
saturazione (Aqualytic OX22 Oxygen meter), tempgeat pH (Knick Portamess Type
911).

Nelle Figure 1.3b1-2-3 sono rappresentati gli arefaimdei parametri misurati
durante la sperimentazione. Le variazioni riscdats®mno state trovate indipendenti dai
diversi trattamenti e della stessa entita all’intedelle due replicazioni A e B di ciascun
trattamento sperimentale; pertanto I'andamento matstrappresenta la media delle
misurazioni effettuate.
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Figura 1.3bl Andamento del pH durante la sperimentazione in
ambiente controllato

1: inserimento nelle vasche degli animali. 2: camd@ll'acqua nelle vasche e
inserimento TBT. 3: campionamento animali. 4: imeento TBT.

Si osserva che l'inserimento degli animali all'imte delle vasche (1) ha portato
ad un abbassamento del pH di circa un’unita rispett valore iniziale, dovuto
principalmente alla respirazione dei mitili con seguente produzione di GOIl
cambio dell’acqua nelle vasche (2), ha portatotinéa un innalzamento del pH, che si
mantiene stabile per tutta la durata dell’esperimati esposizione. La stabilita del
valore del pH é probabilmente dovuta al fatto chpadil primo campionamento degl
animali (3), sono stati lasciati in ciascuna vascea un terzo degli animali totali la cui
attivita respiratoria in un volume d’acqua inalteraon influisce in modo significativo
sul pH dell'acqua. Dalla Figura 1.3b1 si nota irdlthe I'inserimento del TBT nelle
vasche non influenza il pH dell'acqua.
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Figura 1.3b2 Andamento dellossigeno disciolto durante la
sperimentazione in ambiente controllato

1: inserimento nelle vasche degli animali. 2: camiél'acqua nelle vasche e
inserimento TBT. 3: campionamento animali. 4: imeento TBT.

All'introduzione degli animali all'interno delle wahe (1), si nota una
diminuzione del contenuto di ossigeno discioltol'defjua, dovuto ai processi di
respirazione degli animali ai quali sono dovutebatmimente le oscillazioni riscontrate
durante tutto il periodo di esposizione.
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Figura 1.3b3 Andamento della temperatura durante la sperira@ria
in ambiente controllato

1: inserimento nelle vasche degli animali. 2: camihéll'acqua nelle vasche e
inserimento TBT. 3: campionamento animali. 4: imsento TBT.

Le oscillazioni di temperatura che si riscontrano ftutte le vasche
indipendentemente dai trattamenti e dalle replaazi rientrano nelle variazioni



riscontrate nella termostatazione del locale chpetio al valore prefissato di 18 °C,
hanno mostrato oscillazioni di circa 0,5 °C.

1.3c Analisi sui molluschi

1.3c1 Mortalita

Durante tutta la sperimentazione, giornalmente, tatas controllata la
sopravvivenza degli animali sia nelle vasche cdiotr@ahe in quelle relative ai
trattamenti sperimentali allontanando gli animabrtiy al termine della prova e stato
effettuato il conteggio degli animali vivi e morth modo da poter determinare la
percentuale di esemplari non sopravvissuti rispattdotale. Sono stati considerati
morti, oltre agli individui che presentavano lewalperte, anche quelli che sottoposti
ad una leggera percussione non reagivano conusuwia delle valve.

1.3c2 Indice di condizione

Questo parametro, che definisce il riempimentoadelbnchiglia da parte dei
tessuti molli dell’animale, e stato valutato alntére della prova sperimentale per
ciascun trattamento e per il controllo. In consia@ne del fatto che I'l.C. su materiale
secco puo essere ritenuto piu attendibile di quello materiale fresco in quanto
svincolato dal contenuto d’acqua (Seed e Suchah®@8?), variabile anch’esso in
dipendenza del ciclo biologico e stagionale (A.A.VA890). | dati riportati sono stati
calcolati in base alla formula:

Peso secco (g) x 1000
INDICE DI CONDIZIONE = ==-====-m=mmmmmmmmmmmm oo oo oo
Volume intervalvare (mL)

Il volume intervalvare e stato determinato peratéhza, misurando in un cilindro
da 100 mL riempito per meta d’acqua, la variazidnkvello prodotta dallimmissione
di 3 animali con le valve chiuse di ciascun poduecessivamente delle stesse aperte
dopo dissezione dei tessuti molli. Per ciascun ploahimali e stata utilizzata quindi la
formula sopra citata, considerando il peso secteranato gravimetricamente per gli
stessi animali.



1.3c3 Contenuto d’acqua

Tre animali per ciascun pool, privati del guscio edsciugati su
carta assorbente sono stati posti in recipienti idwei (pesafiltri)
precedentemente portati a peso costante a 110°C. joessere stati
pesati e posti in stufa a 110°C per 24 ore il resig fisso é stato valutato
con successive pesate fino a peso costante, predgifreddamento in
essiccatore. |l contenuto di acqua, valutato per fferenza tra la prima
e l'ultima pesata, € stato espresso come percenteau materiale
fresco.

1.4 Preparazione delle frazioni microsomale e mit@ndriale

Le metodologie descritte in questa sezione, conte pelle sezioni 1.5, 1.6
limitatamente alla descrizione dell’attivita ATPasi e 1.7 sono state utilizzate sia nelle
provein vivo chein vitro.

Dagli animali, aperte le valve, sono stati prelebaainchie e mantello che sono
stati lavati ripetutamente con medium A (saccar@sikb M, Tris-EDTA 5 mM, pH
7,4).

Per ottenere le frazioni microsomale e mitocondrial tessuti sono stati
omogeneizzati nelle proporzioni di 11 ml di mediBnfsaccarosio 0,25 M, NBDTA 1
mM, BSA 0,5 g/L, Tris 24 mM, pH 7,6) per ogni gramrdi tessuto con Ultra-turrax
T25 IKA-Labortechnik a diverse velocita a seconéfiadspecie considrata. PEapes
philippinarum 'omogeneizzazione e stata fatta ad una velodita5@00 rpm per le
branchie e di 18000 rpm per il mantello. Réytilus galloprovicialisentrambi i tessuti
sono stati omogeneizzati ad una velocita di 1408®.rL'omogenato e stato poi
sottoposto a centrifugazione frazionata (centrifi®@arvall RC2-B, rotore SS34 e
centrifuga Beckman Optima LE-80K, rotore 50.2) selm lo schema riportato in
Figura 1.4a utilizzando sempre medium B tranne mbia risospensione del pellet
microsomale, per cui e stato utilizzato il medium A

Ultimata la procedura di preparazione, i pelletnmsomale e mitocondriale sono
stati risospesi in piccole quantita, rispettivaneenti medium A e B, e omogenizzati con
omogenizzatore Potter-Elvejehm. Tutte le operazegmmo state condotte a 0-4°C. Le
preparazioni sono state conservate in provette iigpéda 1,5 ml in Mliquido fino al
momento delle analisi.
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Figura 1.4a Schema per la preparazione delle frazioni miar@dbe mitocondriale di branchie
e mantello peM.galloprovincialise T. philippinarum



1.5 Determinazione del contenuto di proteina

Sulle frazioni microsomali e mitocondriali la deténazione del contenuto di
proteina é stata effettuata con il metodo colonicetdi Bradford (1976) utilizzando |l
kit Bio-Rad Protein Assay.

Tale metodo si basa sul fatto che il colorante Corsaie Brilliant
Blue G 250 (Figura 1.5a) in soluzione acida legansicalle proteine,
mediante interazioni elettrostatiche con gruppi ammmici e carbossilici
e forze di Van der Waals, produce uno spostamentetsuo massimo di
assorbimento da 465 nm a 595 nm, consentendo detenazioni

guantitative.
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Figura 1.5a Struttura del colorante Comassie Brilliant Blu&

A 10 pL di campione vengono aggiunti 90 pL di acquamL di reattivo, diluito
1:5 dalla soluzione commerciale concentrata. L'dssawa a 595 nm viene letta da 5 a
60 minuti dopo aggiunta del reattivo, periodo in tu colorazione rimane stabile,
utilizzando come bianchi soluzioni contenenti 1Q0di acqua e 5 mL di reattivo. La
concentrazione di proteina viene determinata iolarmo il valore di assorbanza letto
Su una retta di taratura preparata utilizzando zsmhi a concentrazione nota di
albumina di siero bovino.

1.6 Determinazione delle attivita ATPasiche

1.6a Attivita ATPasiche Na-dipendenti

1.6al Determinazione delle attivitd enzimatiche



Le determinazioni dell’attivita della Na,K-ATPasrsibile all’ouabaina e della
Na-ATPasi insensibile all'ouabaina sono state eftd a 30°C, in un sistema di
reazione di 1 mL contenente Hepes 75 mM, portajpHahecessario con aggiunte di
(idrossimetil-)-amminometano (Tris), MgATP, e caiiomonovalenti immessi nel
sistema sotto forma di sali cloruro. La reaziorstata fatta avvenire nelle condizioni di
saggio precedentemente determinate come ottimalicj@scun tessuto ed attivita
enzimatica nel laboratorio in cui é stata svolt@rasente ricerca e riportate in Tabella
1.6ala.

Na,K-ATPasi Na-ATPasi
MgATP Na’ K* MgATP Na’
PHT oy | oom) | oMy | PP ) | (mm)
Tapes philippinarum
Branchie 7,0 3,0 100,0 10,0 7,5 5,0 80,0
Mantello 7,0 2,0 10,0 100 7,0 1,0 50,0
Mytilus galloprovincialis

Branchie 7,5 2,0 80,0 12,5 6|5 2,0 50,0
Mantello 7,5 2,0 20,0 125 65 2,0 150,0

Tabella 1.6ala Condizioni ottimali di saggio delle attivita AT8iahe microsomali Na-
dipendenti

Al sistema di reazione sono stati aggiunti 50-1Q0dusospensione microsomale
appena scongelata ottenendo una concentraziom®tdina nel sistema nellintervallo
di 0,1 — 0,4 mg/mL, ambito in cui precedentemente &ata verificata la linearita
dell’attivita enzimatica nelle condizioni sperimalntadottate e la buona leggibilita del
campione allo spettrofotometro.

Dopo 10 minuti di preriscaldamento del sistemadazione enzimatica e stata
fatta partire dall’aggiunta di MgATP e bloccata ddk minuti per aggiunta di 1 mL di
acido tricloroacetico freddo al 15% (p/v). Le dutivita ATPasiche sono state poi
valutate per differenza: la Na,K-ATPasi dalla difieza tra il Pi idrolizzato in presenza
di Na" e K e in assenza di K uguale alla differenza valutata tra il Pi idrakto
sempre in presenza di Na K’ e in assenza e presenza di ouabaina 1 mM, slitoneib
specifico. L'attivita Na-ATPasica e stata valutdtdla differenza tra il Pi idrolizzato in
assenza e in presenza di*Na ambedue i casi in presenza di ouabaina 1 mM ne
sistema di reazione, tale concentrazione, inibealdt00% la Na,K-ATPasi ouabaina-
sensibile, consente di eliminare possibili integfere e sovrapposizioni di quest’ultima
attivita enzimatica (Pagliarani et al. 1996).



1.6a2 Provein vitro di interazione con NH;"
Sostituibilita dei cationi attivanti

Le curve di dipendenza delle attivita enzimatiahéuinzione della concentrazione
K" o NH;" per la Na,K-ATPasi, e di Nao NH;" per I'’ATPasi insensibile all’'ouabaina,
sono state costruite aggiungendo al sistema diae@azconcentrazioni crescenti dei
cationi monovalenti in assenza dello ione sostiteitmantenendo invariati di tutti gli
altri componenti del sistema. | cationi monovalesdno stati aggiunti al sistema di
reazione tramite piccole aliquote (< Bl) come sali cloruro in soluzione acquosa
nell'intervallo di concentrazioni 0-20 mM per leabichie e 0-200 mM per il mantello.
Le cinetiche di attivazione di ogni catione monevéé attivante sono state saggiate
calcolando la pendenza della rettg) (@ei diagrammi di Hill. | valori di K, sono stati
calcolati attraverso i diagrammi di Linweaver-Burk.

Sensibilita all’ouabaina

Nelle prove in cui € stata saggiata la sensibditibuabaina delle due attivita
enzimatiche in presenza di WNHcome catione sostituente del Kella Na,K-ATPasi e
del N& nella Na-ATPasi, nei sistemi di reazione prepacatne descritto sopra sono
state aggiunte quantita crescenti di ouabaina frc@ntrazioni comprese tra 1@ 10°
M per quanto riguarda la Na,K-ATPasi, mentre nphave riguardanti la Na-ATPasi le
concentrazioni di ouabaina saggiate erano commeliimtervallo10’ e 10 M.

1.6a3 Provein vitro di interazione con i composti organostannici
Interazione con i composti organostannici

La risposta delle due attivita enzimatiche Na-dgestii ai composti
organostannici € stata saggiata aggiungendo ansastdi reazione, contenente la
frazione microsomale, concentrazioni crescenti ®@T,T DBT, MBT e TeET in
soluzione acquosa (acqua Millipore 18XMontenente 0,01-10% v/v DMSO). Prove
preliminari avevano mostrato che entrambe le &tiiTPasiche non sono inibite dalle

contrazioni finali di DMSO utilizzate nel sistemardazione.



Ditioli e inibizione enzimatica da TBT

Le prove in presenza di DTE sono state effettuatele seguenti modalita:

1. Immissione simultanea di TBT e DTE nel sistemaedizione. In questo caso |l
DTE e stato inserito a concentrazioni crescentl'imgrvallo 1-10 pM in
presenza di una concentrazione costante di TB%,&i 3M.

2. Preincubazione di DTE con la frazione microsoméle due concentrazioni di
10 uM per un tempo di 5 minuti e TBT 341 immesso nel sistema di
reazione. Prove preliminari avevano dimostrato thiempo di incubazione
saggiato nell'intervallo da 1 a 10 minuti non mauif/a I'effetto del DTE.

1.6b Attivita ATPasica mitocondriale Mg-dipendente

1.6b1 Caratterizzazione dell’attivita ATPasica

Per rendere possibile la determinazione della Mdrasi mitocondriale sono state
inizialmente determinati la sensibilita all’'oligooma e i parametri ottimali di saggio
(vedi risultati). La sensibilita all’'oligomicina gtata valutata aggiungendo al sistema di
reazione concentrazioni crescenti dell'inibitorelubilizzato in DMSO, nell’intervallo
di 1,0-10,0 pg/mL. | parametri di saggio quali p¢gncentrazione di Mggle di
substrato attivante ATP, sono stati valutati facesdolgere la reazione in presenza e
assenza di oligomicina e variando un parametrovalli@ in presenza di concentrazioni
costanti degli altri effettori. La dipendenza dargmetri di saggio & stata valutata nei
seguenti intervalli: MgGl 0,0-15,0 mM e NaATP 1,0-8,0 mM, aggiungendo
concentrazioni crescenti degli effettori, pH 7,Q€L0utilizzando due diversi sistemi
tampone e precisamente Hepes 75 mM-Tris, Etanolamm® mM-HCI. Individuati i
valori ottimali dei singoli parametri le determimazi sono state ripetute variando un
parametro alla volta in presenza di valori costardttimali degli altri effettori.

1.6b2 Determinazione dell’attivita enzimatica

La determinazione dell'attivita Mg-ATPasica é statffettuata a 30°C in un
sistema di reazione di 1 mL. Durante la determovaidell’attivita enzimatica al
sistema di reazione sono stati aggiunti 10415di sospensione mitocondriale appena
scongelata ottenendo una concentrazione di protahsistema nell’intervallo di 0,06 —



0,08 mg/mL, ambito in cui precedentemente era statificata la linearita dell’attivita
enzimatica nelle condizioni sperimentali adottata duona leggibilita del campione
allo spettrofotometro.

Dopo 10 minuti di preriscaldamento del sistema dis in sezione 2.1b2) alla
temperatura di reazione, la reazione enzimaticéata datta partire dall’aggiunta di
NaATP e bloccata dopo 5 minuti per aggiunta di admdoroacetico freddo al 15%
(p/v). L'attivita enzimatica oligomicina-sensibigéene valutata dalla differenza tra il Pi
idrolizzato in assenza e presenza di oligomicinale Tconcentrazione inibendo
completamente l'attivita ATPasica Mg-dipendenteandindriale, permette di eliminare
eventuali interferenze imputabili ad altre attiit&Pasiche Mg-dipendenti.

1.6b3 Provein vitro di interazione con il TBT
Interazione con il TBT

Le prove per saggiare la risposta dell'attivita ievatica al TBT sono state
condotte inserendo concentrazioni crescenti di taenposto (soluzione in acqua
Millipore 18 MQ contenente 0,01- 10% v/v DMSO) al sistema di @azi Prove
preliminari avevano mostrato che [lattivita ATPasicon viene inibita dalle
concentrazioni finali di DMSO utilizzate nel sistari reazione.

La cinetica di interazione del TBT con l'enzimaaa studiata valutando I'attivita
enzimatica in presenza di due diverse concentragiocontaminante (per il mantello
0,17 uM e 0,35 pM, per le branchie 0,17 uM e 0,52) |¢ in assenza di esso, a
concentrazioni attivanti del substrato ATP nel&irvallo di concentrazioni 0,2-4,0 mM.
La cinetiche di attivazione da parte del’ATP all@erse concentrazioni di TBT sono
state saggiate calcolando la pendenza della rejtd€i diagrammi di Hill.

| valori di Ky, e V5 sono stati quindi calcolati attraverso i diagramdui
Linweaver-Burk.

La Ki é stata valutata dalla costruzione dei diagma di Dixon (Dixon e Webb
1979). A tal fine sono stati aggiunti al sistemarelazione concentrazioni di TBT
comprese nell'intervallo 0,0-0,6 UM in presenzaddie diverse concentrazioni del
substrato attivante ATP, 5,0 mM e 2,5 mM per lenbhee e 4,0 mM e 3,0 mM per il
mantello.

Ditioli e inibizione enzimatica da TBT

Le prove in presenza di DTE sono state effettuatele due modalita distinte:



1. Immissione simultanea di TBT e DTE nel sistemaedizione. Il DTE e stato
immesso a concentrazioni crescenti nell’intervdd@0 yuM in presenza di una
concentrazione costante di TBT di 0,6 uM.

2. Preincubazione di DTE con la frazione mitocondrelle due concentrazioni di
10 e 50 uM per un tempo di 5 minuti e TBT @@ nel sistema di reazione.
Prove preliminari avevano dimostrato che il tempointubazione saggiato
nell'intervallo da 1 a 10 minuti non modificavaffetto del DTE.

1.6c¢ Principio del metodo colorimetrico adottato

Tutte le determinazioni delle attivita ATPasichasiderate nella presente ricerca
si basano sulla valutazione del fosfato inorgariii® liberato nel tempo prefissato da
una quantita nota di proteina microsomale o mitdcaie dopo lo svolgimento della
reazione ATPasica . Il Pi e stato determinato sgietometricamente secondo i principi
del metodo di Fiske e Subbarow (1925). Prove preimn avevano dimostrato in tutti i
casi una relazione lineare tra il Pi liberato eteihpo di incubazione nelle condizioni
sperimentali adottate. Tale metodo colorimetricomanemente adottato per la
determinazione quantitativa dei fosfati, si basdlasuiduzione dei complessi
fosfomolibdici a blu di molibdeno: il Pi in soluzsie acquosa forma con il reagente
molibdico, costituito da molibdato di ammonio alb% in HSO; al 10% (v/v),
complessi fosfomolibdici acidi incolori, che divanb azzurri (blu di molibdeno) dopo
riduzione con acido 1,2,4, aminonaftalensolfonicambiente acido (Mondovi 1977).
Dopo 20 minuti di tempo in cui avviene la stabiizione del colore, si legge
'assorbanza & = 730 nm, e si calcola la concentrazione di Hizaando opportuni
standard a concentrazione nota. Le attivita ATPa&sigono state quindi espresse in
pmoli di fosforo (Pi) liberato in 1 ora da 1 mgmibteina gmoli Pi-mg prot-ora'). Per
ciascun gruppo o prova sperimentale sono statétieffe almeno 3 determinazioni di
attivita ATPasica.

1.7 Statistica

| dati riportati nelle figure e tabelle sono staSpressi comenedia + errore
standard (ES). Ogni dato rappresenta la media delle detenwni effettuate per
ciascun parametro secondo quanto precisato negnadiraelativi. Nelle figure ES é
rappresentato come segmento verticale. Eventulfdireinze da quanto sopra esposto
sono riportate nelle didascalie delle figure e liabe



La significativita delle differenze e stata valatabediante test del t di Student per
i confronti a coppie, mentre per confrontare trepgi di dati € stata utilizzata I'analisi
della varianza (ANOVA) seguita da test di Studeetahan-Keuls quando sono state
evidenziate differenze significative. Nel caso ditidbercentuali e stata effettuata la
trasformazione in valori angolari, arcos€fo per assicurare la normalita prima di
sottoporre i dati a test statistico. In tutti i icstato utilizzato il livello di significativita

p<0,05.



2. Risultati

2.1 Sperimentazionean vitro

Come riportato nella sezione materiali e metogri@vein vitro effettuate hanno
seguito due diversi approcci, volti rispettivameateaggiare :A) I'interazione dello ione
NH;" con le ATPasi Na-dipendenti microsomali e B) lspdsta ai composti
organostannici delle due ATPasi Na-dipendenti &adédf-ATPasi mitocondriale

Per chiarezza di esposizione i risultati verranmcsefuito descritti seguendo
questa suddivisione.

2.1a Interazione delle ATPasi Na-dipendenti con NH
2.1al Sostituibilita dei cationi attivanti

Per comprendere i motivi che ci hanno indotto ddtefare queste prove occorre
precisare che prove precedenti, svolte nellambdita ricerca oggetto della tesi di
laurea, avevano dimostrato apes philippinarumche lo ione N & in grado di
sostituire il catione attivante'Kma non il N4, nell'attivazione della Na,K-ATPasi, e il
Na’ in quella della ATPasi insensibile all’ouabainaliPprove di sostituibilita, condotte
aggiungendo nei sistemi di reazione concentrazloNiH," pari a quelle utilizzate per i
classici cationi attivanti le due attivita ATPasi¢cimon avevano mostrato differenze
significative nell’attivita enzimatica quando edivata da Na + K* o da Na + NH;"
nel caso dell’ATPasi sensibile all’ouabaina, o d& N indifferentemente da NA nel
caso dell’ATPasi insensibile all'ouabaina.

In questa ricerca, per approfondire le conoscendl sapacita dello ione
ammonio di attivare le due ATPasi Na-dipendentncsatate costruite le curve di
dipendenza delle due attivita enzimatiche da cdnagioni crescenti di N,
rispettivamente in sostituzione del Ker la Na,K-ATPasi e del Nger la ATPasi
insensibile all'ouabaina.
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Figura 2.1ala Attivazione della Na,K-ATPasi da parte di K NH," in
branchie e mantello di. philippinarum

Come mostrato in Figura 2.1ala, sia nelle brangigeadro superiore) che nel
mantello (riquadro inferiore), non solo la massiettivazione della Na,K-ATPasi
avviene alle stesse concentrazioni di&KNH,", ma entrambe le curve di dipendenza
appaiono sovrapposte in tutto I'intervallo di comicazioni saggiate.

Questa osservazione risulta valida anche per Vdtibne da Na o NH;"
dellATPasi insensibile all'ouabaina di branchiagiiira 2.1alb). Nel mantello la bassa
e poco riproducibile attivita della Na-ATPasi naa frermesso, come in precedenza, di
valutare un possibile effetto dello ione ammonioll'ativazione dell'attivita
enzimatica.
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Figura 2.1alh Attivazione della Na-ATPasi insensibile all’ouate da
Na" e NH,"in branchie diT. philippinarum

Questo approccio sperimentale ci ha inoltre permeliscalcolare i parametri
cinetici quali coefficiente di Hill () e Ky, per I'attivazione dell'enzima da parte dei
cationi monovalenti.

Come si puo vedere in Tabella 2.1ala, indipendestiéendal catione attivante
considerato, le cinetiche di attivazione di entrantd attivita enzimatiche seguono la
cinetica micheliana con valori dj, prossimi all’'unita.

| valori di K, ottenuti sono sostanzialmente simili<(p,05), indicando per la
Na,K-ATPasi una pari affinita per i due cationivahti, K" e NH,", in presenza di una
concentrazione costante e ottimale di N@a nelle branchie che nel mantello. Lo stesso
risultato si ottiene per lattivazione della Na-Add? da parte di Nao NH,", dove i
valori di Ky, per I'attivazione da parte dei due cationi nomlteno significativamente
diversi (i< 0,05).

Na,K-ATPasi Na-ATPasi
Cationi Na' +K*  Na + NH," Na' NH,*
monovalenti
. Nh 1,4+0,1 1,2+0,1 1,3+0,1 1,2+0,1

Branchie

Km 36+1,0 29+0,7 375+1,7 355+35

N 1,3+0,2 1,1+0,4 . .
Mantello Non determinabile

Km 12+0,4 1,4+0,3

Tabella 2.1ala Coefficienti di Hill (n))e valori di K, (mM) per i cationi attivanti le attivita

ATPasiche



2.1a2 Sensibilita all’'ouabaina

La diversa sensibilita al glicoside ouabaina e wrata una delle principali
caratteristiche distintive tra le due coesistenttivitgd ATPasiche microsomiali Mg-
dipendenti (Caruso-Neves et al. 2004; Proverbi@letl991; Ventrella et al. 1987;
Borgatti et al. 1985).

| risultati delle prove condotte al fine di valwtase I'attivita Na,K-ATPasica
attivata da NE ha la stessa sensibilita all’ouabaina rispettcatéitazione con il
catione classico K e se la coesistente attivita Na-ATPasica attivitaNd o NH,"
mantiene la sua tipica refrattarieta al glicosideca@ncentrazioni che inibiscono
totalmente la Na,K-ATPasi, sono mostrati nelle Fig2.1a2a e 2.1a2b. Le attivita
ATPasiche sono espresse come % dell’attivita ertmmavalutata in assenza di
inibitore.
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Figura 2.1a2a Risposta all'ouabaina della Na,K-ATPasi attiveta
K* e NH," in branchie e mantello di. philippinarum



Le curve delle attivita ATPasiche in presenza dnoemtrazioni crescenti di
inibitore mostrano un andamento sigmoidale in eniai tessuti. La completa
inibizione dell'attivita enzimatica & stata risoaa alla concentrazione di ouabain& 10
M sia che I'enzima sia attivato da NeK" o Na + NH,".

Interpolando graficamente le curve mostrate in Figlila2a sono stati ottenuti i
valori di lsp mostrati in Tabella 2.1a2a.

| valori di Isp rappresentano un indice per definire la sensibitiel’'enzima
all'inibitore.

Catione monovalente Branchie Mantello
Na' + K* 2,510 6,0 -10°
Na" + NH," 2,510 6,0 -1

Tabella 2.1a2a Valori di Iso (uM) della Na,K-ATPasi attivata da Na
K" o Na + NH,"

Tali dati sembrano mostrare che in entrambi i tiéed%attivazione dell’attivita
Na,K-ATPasica da parte del’Nfd al posto del K aumenti la sensibilita dell’enzima
all'ouabaina. Nonostante si ottenga infatti I'iziioine del 100% dell’attivita enzimatica
in entrambi i tessuti alla stessa concentrazioneudibaina, i valori dish sono dieci
volte piu bassi quando lo ione potassio & sostitd#llo ione ammonio. Considerando
inoltre i valori piu bassi dish ottenuti per i due tessuti, I'attivita enzimatisambra
risultare maggiormente sensibile all’inibitore ediiranchie che nel mantello.
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Figura 2.1a2h Risposta allouabaina della Na-ATPasi insensibile
allouabaina attivata da N& NH," in branchie dil. philippinarum



Nel caso della Na-ATPasi insensibile all'ouabailzasua tipica refrattarieta al
glicoside appare inalterata indipendentemente at&rme attivante. L'attivita ATPasica
non appare infatti inibita dall'ouabaina nell’intaflo delle concentrazioni saggiate,
fino a 10° M.



2.1b Risposta delle attivita enzimatiche ai compasbrganostannici
2.1b1 Attivita ATPasiche Na-dipendenti

Le attivita ATPasiche Na-dipendenti sono state rd@teate, in preparazioni
microsomali di branchie e mantello @i philippinarume M. galloprovincialis nelle
condizioni di saggio ottimali.

Prima di considerare [leffetto dei composti orgdaosici sulle attivita
ATPasiche Na-dipendenti in studio € stato ritenapgportuno riportare le attivita
enzimatiche medie riscontrate nelle preparaziahzzate in queste prove, in assenza di
contaminanti (Tabella 2.1bla), anche perché pevadge il confronto, nelle figure
successive le attivita ATPasiche sono riportatparcentuale dell’attivita riscontrata in
assenza di contaminante.

Na,K-ATPasi Na-ATPasi
Branchie Mantello Branchie Mantello
T. philippinarum 29+0,1 21+0,1 15+0,1 n.d.
M. galloprovincialis| 1,2+0,1 2,3+£0,2 50+0,3 12,1 +1,7

Tabella 2.1bla Attivita ATPasiche (umoli Pi-mg proteinara’)
n.d.: non determinabile

Come gia osservato in precedenza (Pagliarani @086), i tessuti di mitilo hanno
un’attivita Na-ATPasica particolarmente elevata elton superiore a quella della
coesistente Na,K-ATPasi. Nelle preparazioni micnoald di branchie di vongola la Na-
ATPasi ha invece mostrato attivita minore dellaKNATPasi, mentre nel mantello,
almeno nelle preprazioni utilizzate nella presenteerca, € risultata essere non
determinabile e quindi non utilizzabile per saggikeffetto di composti organostannici.

Interazione con i composti organostannici

Sono state saggiate varie concentrazioni di stagjoatile (TBT) e derivati sulle
attivita ATPasiche Na-dipendenti di. philippinarumcon le modalita riportate nella
sezione 1.6a3.

| risultati di tali prove sono mostrati in FiguralBla.
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Figura 2.1bla Risposta al TBT della Na,K-ATPasi e Na-ATPasi in
branchie e mantello di. philippinarum

L’attivita Na,K-ATPasica di branchie (riguadro supee) risulta essere
proporzionalmente inibita allaggiunta di concemiomi crescenti di TBT fino a
raggiungere linibizione totale dellattivita enzatica ad una concentrazione di
contaminante pari a 34,4 puM. Il valore glj, lottenuto attraverso interpolazione grafica,
e di 12 uM, che corrisponde approssimativament® gfam.

L’attivita Na-ATPasica di branchie ifl. philippinarum e invece risultata
refrattaria all’aggiunta di concentrazioni cresceatit TBT; anche concentrazioni che
inibiscono completamente la Na,K-ATPasi non harlnoraeffetto sulla Na-ATPasi.

Nel mantello (riquadro inferiore) la massima corc&ione saggiata di
contaminante di 34,4 uM provoca un’inibizione deN&a,K-ATPasi pari all’'80%
dell’'attivita determinata in assenza di contamieant valore di §, ottenuto per
interpolazione grafica € di 8,0 uM che corrispoagprossimativamente a 2,3 ppm.



Per agevolare il confronto tra la risposta dellaNATPasi al TBT nei due tessuti
di T. philippinarumé stata considerata la piu bassa dose di contateithe produce
un’inibizione significativa dell’attivita enzimatice i valori di §o. Questi parametri sono
riportati in Tabella 2.1b1b.

TBT (uUM) | % 5o (LM)
Branchie 1,0 24,7 + 6,2 12.0
Mantello 1,7 31,2+4,7 8,0

Tabella 2.1blb Minima concentrazione di TBT che
produce un’inibizione significativa (I %) £0,05) della
Na,K-ATPasi e valori dish in Tapes philippinarum

La determinazione dell'attivita Na,K-ATPasica inepenza di concentrazioni
crescenti di TBT ha mostrato che questa attivitaireatica subisce un’inibizione
significativa rispetto all’attivita in assenza dintaminante a partire da 1,0 uM di TBT
per le branchie e da 1,7 uM di TBT per il manteebbene nelle condizioni adottate
non sia stata mai riscontrata una totale inibiziodeda Na,K-ATPasi nel mantello,
I'enzima di questo tessuto non sembra essere nesibde al contaminante rispetto a
quello nelle branchie a basse concentrazioni diaznimante. | valori dish mostrano
infatti che nel mantello e richiesta una minorecamirazione di TBT per raggiungere
I'inibizione del 50% dell'attivita enzimatica risfie alle branchie.

Nella specieMytilus galloprovincialisé stato saggiato I'effetto sulle due attivita
ATPasiche Na-dipendenti oltre che del TBT, di sderivati e cioe stagno dibutile
(DBT) e stagno monobutile (MBT). Inoltre si & sagil’effetto dello stagno tetraetile
(TeET) come rappresentativo di composti apolari.

In Figura 2.1blb é rappresentata la risposta dlitd Na,K-ATPasica
all'aggiunta di concentrazioni crescenti dei dive@mposti alchilstannici.
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Figura 2.1blb Risposta della Na,K-ATPasi a diversi composti
alchilstannici in branchie e mantelloMi galloprovincialis

La risposta della Na,K-ATPasi al TBT concorda itel di massima con i risultati
ottenuti inT. philippinarum In questa specie la sensibilita dell’enzima all T@molto
maggiore nelle branchie rispetto al mantello neibéto delle concentrazioni di TBT
saggiate.

Nelle branchie (riquadro superiore) l'attivita ematica € completamente inibita
in presenza di 34,4 uM di TBT, come gerphilippinarum e il valore di 4,, calcolato
per interpolazione grafica dalle curve di inibizggné di 2 pM corrispondente
approssimativamente a 0,6 ppm.

Nel mantello (riquadro inferiore) I'attivita Na,K-PPasica € inibita del 50% dalla
concentrazione di TBT che inibisce completamermezima nelle branchie.

Come mostrato in Figura 2.1blb il DBT produce néltanchie una inibizione
della Na,K-ATPasi minore rispetto al TBT. La massimmoncentrazione di DBT



saggiata di 34,4 uM inibisce infatti I'attivita enmtica dell’'80% con uns$ di 13 pM.

Nel mantello invece TBT e DBT producono alla massiconcentrazione saggiata, la

medesima inibizione, del 50 %, dell’attivita enztioa.
A differenza diT. philippinarum nel mitilo i valori di b, mostrati in Tabella

2.1blc, sia per il TBT che per il DBT, indicano umaggiore sensibilita dell’attivita

enzimatica delle branchie rispetto al mantello.

TBT (UM) | % ko (WM) | DBT (UM) | % bo (LM)
Branchie 1,7 470+8,3 2,0 13,0 474 +£6,5 13,0
Mantello 20,7 40,9+9,9 31,0 17,2 32,6+6,7 34,4

Tabella 2.1blc Minore concentrazione di TBT e DBT che producéniinizione significativa
(1 %) (p<0,05) della Na,K-ATPasi e valori djglin Mytilus galloprovincialis

Nel mantello la concentrazione minore di contamieamecessaria per produrre
un’inibizione significativa dell’attivita Na,K-ATPsca risulta essere simile per TBT e
DBT, mentre nelle branchie la medesima percentudilenibizione dell'attivita
enzimatica (1% intorno al 47 %) é raggiunta conacemrirazioni molto minori di TBT
rispetto al DBT. Nelle branchie quindi il TBT risaldecisamente piu efficace del DBT
nell’inibire I'attivita enzimatica.

Infine i composti MBT e TeET non producono nessumhbizione dell’attivita
Na,K-ATPasica nell'intervallo di concentrazioni ggage; le attivita enzimatiche
valutate in presenza e assenza di questi compmstiisultano infatti significativamente
diverse.
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Figura 2.1blc Risposta della Na-ATPasi a diversi composti
alchilstannici in branchie e mantellolh galloprovincialis

L’attivita Na-ATPasica ouabaina-insensibileMi galloprovincialisin ambedue i
tessuti risulta essere completamente refrattana, solo al TBT come gia osservato
nelle branchie di. philippinarum ma anche a tutti i composti organostannici sdggia
(Figura 2.1b1c).

L’apparente inibizione costante del 20-30% cheistontra nelle branchie ad
opera del DBT nell'intervallo di concentrazioni 134,4 uM e stata trovata non
significativamente diversa dal valore di attivita-TPasica determinato in assenza del
contaminante.

Ditioli e inibizione enzimatica da TBT
Essendo i composti ditiolici generalmente riporiatigrado di prevenire effetti
inibitori di contaminanti organostannici su alcum@oteine enzimatiche (Buck-



Koenhntop et al 2006; Ohno et al. 2005; Lo et GD3), sono state effettuate prove in
M. galloprovincialis in cui I'inibizione dell'attivitd Na,K-ATPasica ar saggiata in
presenza dell’agente riducente 1,4-ditioeritrit@@I E) allo scopo di acquisire ulteriori
conoscenze sul meccanismo di interazione tra il €83 Na,K-ATPasi.

Queste prove sono state effettuate con due diveoskalita, come riportato nella
sezione 1.6a3.
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Figura 2.1bld Risposta dell’attivita Na,K-ATPasica a diverse
concentrazioni di DTE preincubate con la frazionerasomale in
presenza di TBT in branchie e mantelldMngalloprovincialis

Preincubando la frazione microsomale con conceotmazli DTE crescenti, in
presenza nel sistema di reazione della massimantrazione di TBT precedentemente
dimostrata inibire la Na,K-ATPasi, si rileva unngtino dell’attivita enzimatica tanto
maggiore quanto maggiore € la concentrazione di DiflEZzata, fino ad un massimo di



10 uM di DTE (Figura 2.1b1d). In presenza di tale coriczzione di DTE infatti
I'attivita Na,K-ATPasica si mantiene attorno a vakignificativamente non diversi da
guelli osservati in assenza di TBT. Sia nelle bnamache nel mantello la massima
concentrazione saggiata di DTE di 10 uM porta adripristino totale dell’attivita
ATPasica. In Figura 2.1bld e mostrato inoltre ¢attivita Na,K-ATPasica in presenza
delle sole concentrazioni di DTE utilizzate nonigngicativamente diversa da quella
determinata in assenza del composto.

| risultati ottenuti in queste prove mostrano chmente che il “contatto
ravvicinato” del DTE con il complesso enzimaticoregrado di impedire I'azione
inibitrice del TBT.

Si e inoltre saggiata la risposta dell’attivita Kl TPasi all’aggiunta nel sistema
di reazione della massima concentrazione di DT@gista nelle prove con incubazione
(10 uM), in presenza della concentrazione di TBT chevpeca la massima inibizione
della Na,K-ATPasi, e cioé il 100% nelle branchié 80% nel mantello. | risultati di
gueste prove sono mostrati in Figura 2.1ble.
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Figura 2.1ble Risposta dell'attivita Na,K-ATPasica in presentia
DTE 10uM inserito nel sistema di reazione in branchie el in
M. galloprovincialis

Questi risultati possono essere considerati conge prova che in questo caso
immissione del DTE direttamente nel sistema @iziene non impedisce l'interazione
del TBT, presente nel sistema di reazione, corrdéema enzimatica. Anche in questo
caso il solo DTE all'interno del sistema di readormon modifica significativamente<p
0,05) l'attivita enzimatica.

2.1b2 Attivita ATPasica mitocondriale Mg-dipendente
Caratterizzazione dell’attivita enzimatica

Per poter valutare l'inibizione del TBT sulla Mg-R&si mitocondriale dM.
galloprovincialise stato necessario come primo passo individuatendizioni ottimali



di saggio per questa attivita enzimatica non digplimn letteratura per questa specie. |
parametri considerati sono stati: sensibilita &@micina, pH, concentrazione di
magnesio e concentrazione di substrato attivante. AT

Prove preliminari sono state effettuate utilizzandadizioni di saggio riportate in
letteratura per altri animali acquatici, e quingha volta determinate tutte le condizioni
di saggio ottimali per la Mg-ATPasi mitocondrialé mhitilo, sono state effettuate
nuovamente le curve di dipendenza dai singoli patancome riportato in sezione
1.6b1.

| risultati delle prove riguardanti la sensibila#l’oligomicina, inibitore specifico
della Mg-ATPasi mitocondriale, che permette di idipiere questa attivita da altre
ATPasi Mg-dipendenti eventualmente presenti, sappnesentati in Figura 2.1b2a.
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In entrambi i tessuti I'attivita enzimatica e risih inibita del’80% da g/mL di
oligomicina. L’inibizione si mantiene costante fietervallo saggiato 1-1Qug/mL.
Essendo I'oligomicina sciolta in dimetilsolfossi(ldMSO) si & parallelamente saggiato
I'effetto di questo solvente organico sulla Mg-ABRaaggiungendo al sistema di
reazione concentrazioni crescenti di DMSO pari a&llguutilizzate per immettere
I'oligomicina, ottenendo i risultati mostrati indtira 2.1b2b
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Figura 2.1b2k Effetto del DMSO sull'attivita Mg-ATPasica in
branchie e mantello iN. galloprovincialis

Mentre nel mantello la Mg-ATPasi e risultata prathente refrattaria al DMSO a
qualsiasi concentrazione saggiata, nelle branchktata osservata inibizione dell’attivita
enzimatica per concentrazioni di DMSO superiordgul/mL.

La concentrazione di oligomicina utilizzata nellye sperimentali & stata di 4
pug/mL: questa concentrazione induce sicuramente dasima inibizione dellattivita



enzimatica sensibile all’'oligomicina, come ripodtatella sezione 1.6b2 e nel contempo
implica l'utilizzo della minore quantita possibi@gi DMSO, ovvero di 1uL in un
sistema di reazione di 1 mL.

In Figura 2.1b2c-d-e sono rappresentati gli andaindefi’attivita enzimatica Mg-
dipendente al variare di diversi parametri: pH, camirazione di MgGle di substrato
attivante ATP. Nei grafici sono riportati gli andanti di tre attivitd enzimatiche:
I'attivita Mg-dipendente totale valutata in assewnlzaligomicina, I'attivita enzimatica
oligomicino-insensibile determinata in presenza aigomicina, infine [attivita
oligomicino-sensibile risultante dalla sottraziondelle prime due. L’attivita
oligomicino-sensibile determinata in questo modaiféribile all'attivita della ATP
sintasi mitocondriale nella sua funzione di idrotisl’ATP. Tale attivita enzimatica e
stata utilizzata per saggiare la risposta al TBE. dttivita enzimatiche sono state
riportate in percentuale dell’attivita massima ot per permettere un miglior
confronto tra branchie e mantello.

Dagli andamenti riportati nelle Figure 2.1b2c eb2d si vede chiaramente che
pH e concentrazione di Mgg£lnel sistema di reazione hanno una forte influenza
sull'attivita enzimatica.
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Figura 2.1b2c Dipendenza dell'attivita Mg-ATPasica di branclkie
mantello dal pH irM. galloprovincialis

Il pH ottimale per la determinazione enzimaticasgltato di 9,3 nelle branchie
(riquadro superiore) e di 9,0 nel mantello (rigwadnferiore). Si nota inoltre che
I'attivita oligomicino-insensibile rimane pressociéalterata al variare del pH, che
mostra invece forte influenza sull’attivita oligaritio-sensibile.
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Figura 2.1b2d Dipendenza dell’attivita Mg-ATPasica di branckie
mantello da MgGlin M. galloprovincialis

| dati riportati in Figura 2.1b2d confermano chattivita ATPasica riscontrata e
sempre magnesio-dipendente, in quanto in assen2dgtfi non si osserva attivita
enzimatica sensibile e insensibile all’oligomicirlze concentrazioni ottimali per la
determinazione della Mg-ATPasi mitocondriale son8 6 2,0 mM nelle branchie
(riquadro superiore) e di 1,0 — 2,0 mM Mg@ekl mantello (riquadro inferiore).
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Figura 2.1b2e Dipendenza dell'attivita Mg-ATPasica di brancleie
mantello dal’ATP inM. galloprovincialis

La concentrazione ottimale del substrato attiva®i@® risulta di 5,0 mM nelle
branchie e 4,0 mM nel mantello. Si nota in questsocche allaumentare delle
concentrazione del substrato nel sistema di reazikattivitah enzimatica rimane
pressoché costante fino alla massima concentrageggiata di 8,0 mM.

In Tabella 2.1b2a vengono riassunte le condizidtimali di saggio dell’attivita
Mg-ATPasica sensibile all’'oligomicina nei due tessonsiderati.



Branchie Mantello
pH 9,0 9,3
Magnesio (mM) 0,8-2,0 1,0-2,0
ATP (mM) 5,0 4,0

Tabella 2.1b2a Condizioni ottimali di saggio per la Mg-

ATPasi mitocondriale
galloprovincialis

oligomicino-sensibiledi

M.

Utilizzando le condizioni ottimali di saggio ripate in Tabella 2.1b2a sono state
ottenute le attivita enzimatiche riportate in T&b&l.1b2b

(U mpg)tltilvFI’ti?mNgl]gpﬁ)TtePiﬁsétl-g?al) Branchie | Mantello
Totale 186 +1,20 351+8,0
Oligomicino-insensibile 3,5+0,7 50+£1,1
Oligomicino-sensibile 15,2+0,7 30,0+8)9

Tabella 2.1b2b Attivita Mg-ATPasiche dM. galloprovincialis

| valori di Tabella 2.1b2b come pure i grafici @efFigure 2.1b2c-d-e mostrano che la
frazione predominante dell’attivita Mg-ATPasica det € costituita dall’attivita
ATPasica oligomicino-sensibile che costituisce xikB86% dell'attivita totale nel
mantello e circa 1'81% nelle branchie. Cio e indabell'ottenimento di preparazioni

mitocondriale soddisfacenti, in cui

la Mg-ATPasiigoimicino-sensibile

risulta

prevalente. Si osserva inoltre che [lattivita Mgf2adsica oligomicino-sensibile nel
mantello risulta essere doppia rispetto a quedizontrata nelle branchie.

Le condizioni di saggio determinate come ottimafiportate in Tabella 2.1bla
sono state utilizzate per tutte le determinaziaiiadVig-ATPasi in presenza e assenza

di TBT.



Interazione con il TBT

L’effetto di concentrazioni di TBT nellintervallai 0 — 34,5uM sulla Mg-
ATPasi oligomicino-sensibile di branchie e mantelioM. galloprovincialisé mostrato

in Figura 2.1b2f.
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Figura 2.1b2f Risposta al TBT della Mg-ATPasi di branchie e

mantello inM. galloprovincialis

Sia nel tessuto di branchie che nel mantello, sele& una progressiva inibizione
dell’attivita enzimatica fino ad una concentrazialieontaminante pari a 0,p2/.

Nelle branchie (riquadro superiore) l'inibizione $sana risulta essere di circa
I'82% (attivita enzimatica ridotta al 18% di quelldeterminata in assenza di

contaminante). Nell'intervallo di concentrazion6®,— 6,91uM
diminuzione dellinibizione dell'attivita enzimatc fino

di TBT si osserva una

al valore del 26%



(corrispondente ad un’attivita del 74% dell’'attavienzimatica in assenza di inibitore).
Aumentando ancora la concentrazione di TBT si e@ssaun’ulteriore aumento
dell'inibizione fino a 17,3uM alla quale [linibizione risulta essere del 63%
(corrispondente ad un’attivita enzimatica del 37%uklla in assenza di TBT).

Anche nel mantello (riquadro inferiore) si rileva andamento simile a quello
riscontrato per la Mg-ATPasi di branchie. In questso l'inibizione massima raggiunta
a 0,62uM di TBT risulta essere del 73% (attivita enzimatiidotta al 27% di quella
determinata in assenza di contaminante). Aumentdadaeoncentrazione di TBT
nell'intervallo 0,62 - 1,41M TBT [l'inibizione enzimatica diminuisce fino al \ae del
32% (corrispondente ad un’attivita del 68% delkatd enzimatica in assenza di
inibitore). Infine per concentrazioni da 2481 a 6,9uM di TBT l'inibizione enzimatica
aumenta progressivamente allaumentare della corazone dell’inibitore fino a
raggiungere un valore del 63% (pari ad un’attiatezimatica del 37% dellattivita in
assenza di inibitore).

Aumentando ulteriormente la concentrazione di TBhof alla massima
concentrazione saggiata di 348 le attivita enzimatiche Mg-dipendenti di branclkie
mantello rimangono costanti.

Al fine di studiare la cinetica di inibizione delldMg-ATPasi sensibile
all'oligomicina da parte del TBT nell'intervallo a@ioncentrazioni 0 — 0,6@M, in cui
come abbiamo visto [linibizione aumenta progressigate all’aumentare della
concentrazione di inibitore, sono stati calcolatalori dei coefficienti di Hill, riportati
in Tabella 2.1b2c.

Branchie Mantello

Nn 1,3+0,2 1,0+£0,1

Tabella 2.1b2c Valori di n, per
I'inibizione da TBT della Mg-ATPasi di
M. galloprovincialis

Sia in branchie che in mantello la cinetica di inilne da TBT e risultata di tipo
micheliano (R circa 1,0).

Per studiare la cinetica di inibizione del TBT sonoltre stati determinati i valori
di attivita enzimatica nell'intervallo di concergrani di ATP attivanti, e valutati in
presenza e assenza di due diverse concentrazibantndi TBT. Questo ha permesso
di costruire i diagrammi di Lineweaver-Burk, daiadfjusono stati calcolati i parametri
cinetici Ky e Vi, riportati in Tabella 2.1b2d.



Esempi rappresentativi degli andamenti ottenuti Ip@nchie e mantello sono
riportati in Figura 2.1b2g,
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Figura 2.1b2g Diagrammi di Linweaver-Burk rappresentativi per
branchie e mantello dil. galloprovincialis



Km Vim
(mM) (nmoli Pi-mg protein™hr™)
Controllo 15+0,1a 12,1+0,8a
Branchie TBT 0,17uM 16+04a 8,7+£12Db
TBT 0,52uM 15+03a 3,5£0,7c¢
Controllo 28+09a 38,9+3,3a
Mantello TBT 0,17uM 21+09a 249+24Db
TBT 0,35uM 19+0,1a 191+14c

Tabella 2.1b2d Valori di K, e V, della Mg-ATPasi in presenza di diverse
concentrazioni di TBT dM. galloprovincialis Allinterno di ogni tessuto in ogni colonna
lettere differenti indicano valori significativantendifferenti ( 0,05).

Dai diagrammi di Lineweaver-Burk si vede chiarameche, all'aumentare della
concentrazione di TBT , sia nelle branchie chemahtello, i valori di K, rimangono
invariati, mentre i valori di ) diminuiscono significativamente, mostrando
un’inibizione del TBT di tipo non competitivo.

Per calcolare i valori della costante di inibizio(i€l) sono stati utilizzati i
diagrammi di Dixon. A tal fine I'attivita enzimaticé stata determinata a concentrazioni
crescenti di TBT e a diverse concentrazioni di ATHL andamenti ottenuti sono
risultati del tipo atteso, in base ad una cinedicaibizione non competitiva.

Un esempio rappresentativo dei diagrammi di DixetladVig-ATPasi di branchie
e mantello € mostrato in Figura 2.1b2h.
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Figura 2.1b2h: Diagrammi di Dixon rappresentatieila Mg-
ATPasi di branchie e mantello Bi. galloprovincialis

| valori di Ki ottenuti calcolando I'intercetta delrette con I'asse delle ascisse
sono mostrati in Tabella 2.1b2e. Questi valori seigmificativamente piu bassi per la
Mg-ATPasi di branchie rispetto a quella di mantefidicando che nel primo tessuto
I'enzima mostra una maggiore affinita per il TB$petto al mantello.



Ki
ATP (mM
(mM) (uM)
. 5,0 0,15+0,05 a
Branchie
2,5 0,19+0,05 a
40 0,41 +0,06b
Mantello
3,0 0,35+0,07b

Tabella 2.1b2e Valori di Ki per il TBT della Mg-ATPasi dM.

galloprovincialis
Per ogni tessuto in ogni colonna lettere differemidicano valori
significativamente differenti (p0,05).

Ditioli e inibizione enzimatica da TBT

Anche per la Mg-ATPasi e stata valutata la capadih DTE di impedire
I'inibizione dell’enzima da parte del TBT, immettgmil DTE a diverse concentrazioni
nel sistema di reazione analogamente a quantot@ eff@ttuato per la Na,K-ATPasi.
Anche in questo caso il DTE é stato immesso comaloalita distinte in modo analogo
a quelle precedentemente riportate per la Na,K-AT&aV. galloprovincialis

Procedendo in modo analogo alle prove svolte n&b ciella Na,K-ATPasi, sono
state quindi effettuate prove di preincubazione EE con la frazione mitocondriale
aggiungendo il TBT al sistema di reazione. | rigtilsono mostrati in Figura 2.1b2i.
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Figura 2.1b2i Risposta dellattivita Mg-ATPasica al TBT in
presenza di diverse concentrazioni di DTE preintaiban la frazione
mitocondriale di branchie e mantelloNh galloprovincialis

Sia nelle branchie (riquadro superiore), che neaiteibp (riquadro inferiore) I'azione del
DTE, anche a stretto contatto con il complessoneatzco, non impedisce l'inibizione da
parte del TBT diversamente da quanto é stato riszionper la Na,K-ATPasi.
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Figura 2.1b2l: Risposta dell'attivita Mg-ATPasica al TBT in pesza
di diverse concentrazioni di DTE nel sistema dizieae di branchie e
mantello diM. galloprovincialis

Si osserva che la presenza del DTE nel sistemaealzione non modifica
sostanzialmente il grado di inibizione dell’att&vienzimatica esercitata dal TBT. Come
peraltro osservato per la Na,K-ATPasi la preserglaDTE nel sistema di reazione
quindi non é sufficiente ad impedire I'interazicted TBT con la proteina enzimatica.



2.2 Sperimentazione in ambiente controllato

2.2a Analisi sui molluschi

Mortalita

La mortalita non e risultata significativa per &uth durata della sperimentazione
con al massimo 2 o 3 animali complessivamente deicgebr vasca. La mortalita
evidenziata, mai superiore al 4-5%, e risultata wogoue indipendente dai trattamenti
sperimentali a cui erano sottoposti i mitili, dabmmento che i dati non sono risultati
significativamente diversi rispetto ai controllk05).

Peso, indice di condizione e contenuto d’acqua

La determinazione di tali parametri su un campidnanimali dopo 24 e 120 ore
di esposizione alle due concentrazioni di TBT defifBT 1 pari a 0,5ug/g peso secco
e TBT 2 pari a 1,qug/g peso secco, ha avuto lo scopo sia di fornidécazioni di
massima di riferimento sul materiale biologicoimgéto nella presente sperimentazione,
sia di evidenziare eventuali variazioni imputakali trattamenti sperimentali. | dati
riportati in Tabella 2.2al si riferiscono ai valalei parametri mediati per i due pool
dopo aver verificato che questi non fossero siedistente diversi tra loro.

PESO INDICE DI CONDIZIONE | CONTENUTO D’ACQUA
(9) (g ms-18/mL) (%/materiale fresco)
Tempo 24 ore 120 ore 24 ore 120 ore 24 ore 120 ore

(93]

Controllo| 4,90+0,66| 4,86+0,77 857=x24[]3 56P,4 | 83,70x0,7§ 82,80x1,0
TBT 1 4,23+0,33| 5,94+0,72 67,6 +14)5 76,0% 8, 81,90 +0,85 81,36 1,06

TBT 2 6,16 +0,92| 7,18+ 1,24 77970 76,1+1,381,74 +0,90] 80,35+ 1,03

Tabella 2.2al Peso, indice di condizione e contenuto d’acqua.

Ciascun dato é espresso come valore medio + E&otivdi peso e contenuto d’acqua sono il risultdito
6 determinazioni, 3 di ogni pool, mentre l'indicecdndizione & stato calcolato come valore medig di
pool di tre animali ciascuno.

Tutti i parametri considerati non hanno subito aaoni significative durante la
sperimentazione. Il contenuto d’acqua degli anirmalioto € rimasto costante intorno
all'80% indipendentemente dal trattamento speriadentAnche il peso fresco dei mitili
e l'indice di condizione non variano sia rispettdeampo di esposizione, sia nei diversi
trattamenti, benché i mitili non siano stati alirregndurante tutta la prova sperimentale.



Risposta delle attivita ATPasiche

Le attivita della Na,K-ATPasi, Na-ATPasi insensibdll’'ouabaina e Mg-ATPasi
mitocondriale valutate in branchie e mantello diilimesposti per 24 e 120 ore alle due
concentrazioni di TBT (TBT 1 e TBT 2), e in animalon esposti (controllo) sono
riportate in Tabella 2.2a2.

Esposizione 24 ore Esposizione 120 ore
Controllo |TBT1 |TBT 2 Controllo |[TBT1 |TBT 2
Na,K-ATPasi | 2.4+0,4 2,2+0,4 2,010,1 1,7+0,3 1,7+0,1 1,8+0,2
B | Na-ATPasi | 4,0+1,2 3,6+1,0 3,611,4 3,810,1 4,6+0,4 5,240,5
Mg-ATPasi | 12,9+2,3a | 9,9+0,4a | 15,9+198a | 15,1*0,8a | 16,8+0,Ba | 23,4+1,Tb
Na,K-ATPasi | 4,2+0,3 4,3+0,9 3,240,2 4,840,2 5,2+0,3 | 4,840,7
M | _Na-ATPasi 17,9+06a | 17,3*0%a | 12,7+0,6b | 189+1,2a | 14,9+1,3\b | 15,5209
Mg-ATPasi | 4,8+0,6Aa 4,2+0,4a | 6,210,Ba 6,240,a 8,9+0,8b | 7,6+0,Bab

Tabella 2.2a2 Attivita ATPasiche Na-dipendenti e Mg-ATPasicabdanchie (B) e mantello
(M), in mitili esposti al TBT.

Le attivita ATPasiche sono espressauimoli Pi-mg prot-ora®. Ciascun dato & il valore medio + ES di
almeno tre determinazioni in ogni pool. Per ciascattivita enzimatica e tessuto, lettere maiuscole
diverse indicano valori significativamente divens i due prelievi (dopo 24 e 120 ore) nell’'ambitio
ciascun trattamento sperimentale, mentre lettereisgole indicano valori significativamente diversi
trattamenti nell’ambito di uno stesso prelievo<{®5). L'assenza di lettere indica assenza di idiffee
significative tra i valori dei tre trattamenti etirvalori dei due prelievi .

Dallesame complessivo dei risultati ottenuti sioposservare che sulle attivita
enzimatiche in studio vi sono stati due tipi diedif e cioe il trattamento sperimentale
effettuato, in pratica la dose di esposizione ataminante, e il tempo di esposizione.

Sia nelle branchie che nel mantello la Na,K-ATPaBnane invariata,
indipendentemente dai trattamenti sperimentalil éettapo di esposizione.

La Na-ATPasi insensibile all'ouabaina non mostiauah variazione significativa
nelle branchie, mentre nel mantello risulta inibitpetto al controllo nei mitili esposti
alla maggiore concentrazione di TBT (TBT 2) dopoa2d e in entrambi i trattamenti
(TBT 1 e TBT 2) dopo 120 ore, indicando che prolmabinte € necessaria un’elevata
incorporazione del contaminante o di suoi metabpkr produrre effetti si questa
attivita enzimatica.

Infine quando la Mg-ATPasi mitocondriale mostra effetto riferibile ai
trattamenti sperimentali, questo e di stimolazide#’attivita enzimatica e si verifica
solo dopo 120 ore di esposizione. Considerandmtatteente i risultati ottenuti, si
osserva che nelle branchie la Mg-ATPasi non madtana variazione significativa tra
i trattamenti dopo 24 ore di esposizione dei méiilcontaminante, mentre dopo 120 ore
di esposizione l'attivita enzimatica e superiorgueella del controllo nei mitili TBT 2.



Considerando i valori di attivita Mg-ATPasica dahchie nei mitili TBT 1, si osserva
inoltre che questi dopo 120 ore di esposizioneoataminante sono significativamente
piu elevati rispetto a quelli rilevati dopo 24 ade esposizione, anche se in questo
gruppo sperimentale nell’ambito di ciascun preliem risultano mai superiori a quelli
del controllo. Anche nel mantello I'attivazione ldeMg-ATPasi viene evidenziata solo
dopo 120 ore di esposizione dei mitili al contamieae in questo caso in entrambi i
gruppi TBT 1 e TBT 2. Vale la pena di osservarehanche I'esposizione protratta al
contaminante comporta una stimolazione dell'a@iwtg-ATPasica nei mitili TBT 1; i
valori di attivita enzimatica in questo gruppo secondo prelievo (120 ore) risultano
infatti significativamente diversi da quelli risdoati in questo stesso gruppo
sperimentale nel primo prelievo, mentre i valoridingi attivita enzimatica nei controlli
nel primo e nel secondo prelievo sono praticamsoneapponibili.



3. Discussione

Le ricerche svolte in questi tre anni di dottordtanno portato a molteplici
risultati, che indubbiamente possono essere vistiecun contributo all’ampliamento
delle conoscenze sull’interazione tra inquinantbdgine naturale (azoto ammoniacale,
in particolare la sua forma prevalente NHe antropica (TBT e derivati) ed attivita
enzimatiche di membrana di animali acquatici de\a@imento, siano esse 'espressione
di complessi inseriti nella membrana plasmatica RA3i Na-dipendenti) o in quella
mitocondriale (Mg-ATPasi).

Per agevolare la discussione dei risultati ottenetiie varie fasi e sperimentazioni
in cui si é articolata la ricerca complessiva g@iréferito suddividere questa sezione in
due parti considerando separatamente gli argoraffrdintati.

Interazione delle ATPasi Na-dipendenti con Niz'

L'azoto ammoniacale, costituito dalle due formeegllilibrio NHz e NH," &
considerato tra i principali contaminanti negli aemi acquatici di allevamento (Chen e
Lin 1992). La forma Ni, prevalente nell’acqua di mare e anche a pH figial (Ip et
al. 2006) e stata finora poco considerata negtli stutossicita dell’azoto ammoniacale.
| dati ottenuti nella presente ricerca rappresentano, se non l'unico a nostra
conoscenza, dei tentativi di far luce sull'intecam di questo catione monovalente con
le ATPasi coinvolte nella regolazione ionica celhel nei molluschi bivalvi.

Le provein vitro di sostituzione dei cationi attivanti delle due ASBP Na-
dipendenti, hanno confermato i valori ottimali dincentrazione di Kper la Na,K-
ATPasi, e di Naper la Na-ATPasi insensibile all'ouabaina (FigBrgala-b) riscontrati
precedentemente (Borgatti et al. 1998), ed utitizzache nelle prove svolte in questa
ricerca, per le determinazioni enzimatiche neiuesh T. philippinarum Inoltre lo ione
ammonio ha mostrato un’efficienza di attivazioneagatteristiche cinetiche simili a
quelle dei cationi sostituiti, ovvero il 'Kper la Na,K-ATPasi e il Naper la Na-ATPasi.
Le costanti di affinita della Na,K-ATPasi per il'ke per I'NH;", come i valori dei
coefficienti di Hill (n,), che indicano una cinetica di attivazione di tipicheliano per i
due cationi (Tabella 2.1ala), non sono risultaBtaazialmente differenti da quelli
riportati per i crostacei (Furriel 2004).

Il comportamento cinetico simile del Na del NH" nell’attivazione dell’attivita
ATPasica insensibile all'ouabaina suggerisce unssipde intersostituibilita dei due
cationi nell’attivazione dell’'enzima. | valori diKe di n riscontrati per l'attivazione
della Na-ATPasi insensibile all’ouabaina sono iaado con dati precedentemente



trovati in pesci (Ventrella et al. 1987). Vale lana di osservare che iM.
galloprovincialis era stata riscontrata invece una cinetica coaoparal attivazione
della ATPasi insensibile all’ouabaina sia per il ldhe per altri cationi attivanti, incluso
NH;" (Ventrella et al. 1992a), ma comunque anche instguspecie la cinetica di
attivazione dell’'enzima era del tutto simile siar éa’ che per i cationi sostituenti
incluso il NH,". Risulta quindi confermata la generale aspediidii attivazione
dell’ATPasi insensibile all'ouabaina.

| dati riscontrati nell’attivazione della Na,K-ATBiada parte di Ke NH;" sono in
linea con l'ipotesi formulata per il bivalM@angia cuneatgHenry e Magnum 1980),
secondo la quale anche nei molluschi la classicappodel sodio potrebbe essere
coinvolta nell’espulsione di azoto ammoniacalealakllula. Anche se tutto il processo
& probabilmente molto pill complesso, il traspoiitdNH," in competizione con il K
all'interno della cellula attraverso la membranasphatica tramite la Na,K-ATPasi
rappresenta probabilmente I'evento principale (Matle e Haggstrom 1993), essendo
I'affinita dell’enzima sostanzialmente uguale peue catoni. Questo passaggio sarebbe
seguito dalla diffusione all’esterno della celldal’NH3, in equilibrio con lo ione
NH,", attraverso la membrana, permettendo I'espulsitsieontaminante dalla cellula
secondo il modello ipotizzato per pesci (Randallsei 2002; Randall e Tsui 1999) e
crostacei (Weihrauch et al. 2004, 2002; Masui et2802). Entrambe le attivita
ATPasiche Na-dipendenti potrebbero essere coinvtdrasporto di Ni attraverso
la membrana plasmatica grazie alla sostituzionekdeton lo ione ammonio nella
Na,K-ATPasi e del Nanella Na-ATPasi insensibile all'ouabaina. L'attdviNa-
ATPasica apparentemente attivata in modo non specifa Nd o NH,", potrebbe
quindi essere direttamente coinvolta nella rimogidel’NH," dalla cellula.

Sia in branchie che nel mantello, la Na,K-ATPasargip & attivata da NAin
assenza di Ksembra maggiormente sensibile all’inibitore spesifouabaina (Figura
2.1a2a). La maggiore sensibilita riscontrata pditeegssere ipoteticamente attribuita ad
una maggiore accessibilita della struttura enziraatall'inibitore, dovuta ad un
cambiamento conformazionale. In presenza di coreapnhi millimolari di NH,CI la
conformazione prevalente della Na,K-ATPasi &€ quell@-urriel et al. 2004).

La caratteristica refrattarieta della Na-ATPasbathbaina viene mantenuta anche
quando il catione attivante € W confermando la diversa sensibilita all’ouabaisted
due ATPasi Na-dipendenti, considerata una dellecgrali caratteristiche distintive tra
le due attivita enzimatiche (Proverbio et al. 1981)



Risposta delle attivita ATPasiche ai composti orgawstannici

Per studiare l'effetto di questi contaminanti sorda che e stato seguito un
duplice approccipin vitro ein vivo.

Considerando in primo luogo l'insieme dei risultatienuti dalle provén vitro e
confrontandoli con i dati predenti in letteraturae¥gono alcune osservazioni.

Per quanto riguarda le due ATPasi Na-dipendenth@mei molluschi bivalvi la
Na,K-ATPasi, viene inibita da concentrazioni credceli TBT, e in mitilo anche di
DBT, come dimostrato precedentemente in teleostealei (Alkail et al. 2004; Hartl
et al. 2001b; Pinkney et al. 1989); questo effafipare inoltre specifico e limitato alla
Na,K-ATPasi, in quanto la coesistente Na-ATPasi bairsa insensibile appare
refrattaria alla presenza di concentrazioni di TBTDBT che inibiscono la Na,K-
ATPasi.

Confermando precedenti osservazioni sull’effetteatitaminanti saggiain vitro
(Pagliarani et al. 1996), i composti alchilstannagii utilizzati hanno mostrato un
diverso effetto sulle due attivita Na-dipendenti Membrana in queste specie di
molluschi bivalvi. Le due ATPasi Na-dipendenti seamtd essere modulate in modo
diverso da una varieta di effettori. Dall’esamdalétteratura infatti risulta che diversi
composti endogeni ed esogeni sono stati dimostrafiado di avere un diverso effetto
sulla Na,K-ATPasi e sulla Na-ATPasi insensibiléoalabaina; inoltre sia in vertebrati
che in invertebrati le due attivita ATPasiche sat@te dimostrate modulate in modo
diverso da condizioni di saggio quali pH, ATP, ¥1ge concentrazione di Na
(Pagliarani et al. 1999; Ventrella et al. 1992;Wrbio et al. 1991; Borgatti et al. 1985).
Le due attivita enzimatiche sono state trovatettintiversamente sensibili, oltre che
all'ouabaina, inibitore specifico per la Na,K-ATRagnche a svariate sostanze
farmacologicamente attive a diversa struttura cdntBuretico furosemide e I'acido
etacrinico (Proverbio et al. 1991; Borgatti etl#85), saponine (Silva et al. 2005) ed ad
alcuni modulatori endogeni (Caruso-Neves et al.42@e Souza et al 2004). Si puod
cercare di interpretare questa differenza nellgosta delle due ATPasi a vari effettori
in termini di accessibilita dei vari composti saggalla struttura di membrana inclusi i
recettori (De Souza et al 2004) e/o alla diverdarazione degli xenobiotici con il
microambiente lipidico di membrana delle due ATR&slva et al. 2005; Chicano et al.
2002), non per ultima, a una possibile diversattsira dei siti catalitici dei due
complessi enzimatici. Nonostante il meccanismo wgio nella diversa risposta delle
due ATPasi Na-dipendenti a questi composti siar@nda chiarire, la diversa sensibilita
delle due attivita enzimatiche a substrati e ioibié stata usata per differenziare le due
attivita enzimatiche, e ha fatto ipotizzare un aliéinte ruolo delle due attivita



enzimatiche nella modulazione di meccanismi figalo quali I'adattamento ai

cambiamenti di salinita nei pesci teleostei eurial{Borgatti et al. 1985) e |l

riassorbimento renale di sodio nei mammiferi (D@iZzoet al. 2004). In quest’ottica, la
diversa risposta della Na,K-ATPasi e della Na-ATPascomposti organostannici
saggiati costituisce nei molluschi bivalvi un uibee fattore distintivo tra le due attivita
ATPasiche.

Anche se l'inibizione della Na,K-ATPasi da parté @BT, e nel mitilo anche del
DBT, e evidente sia nelle branchie che nel mantéticentrambe le specie I'attivita
enzimatica sembra piu sensibile nelle branchieetispal mantello, specialmente
considerando la piu alta concentrazione saggiata.risposta dell'attivitd Na,K-
ATPasica al TBT, diversa nei due tessuti, in enbrarte specie, pud essere spiegata,
almeno in parte, considerando la diversa compaszilipidica nei due tessuti. La
composizione in acidi grassi dei fosfolipidi di marana infatti, oltre che la struttura
delle teste polari, & stata riscontrata di fondaalenmportanza nel favorire o0 meno
I'incorporazione dei composti organostannici nellembrane. (Bertoli et al. 2001). Su
queste basi, la diversa composizione in acidi graefla membrana plasmatica
riscontrata in branchie e mantello di mitilo (Tnigat al. 2001) potrebbe essere tale da
favorire nelle branchie l'incorporazione e linteirane del TBT con il complesso
enzimatico. In generale comunque, come precedentemesservato in un’altra
sperimentazione (Pagliarani et al.1996), il comgoento tessuto-specifico mostrato
nella inibizione delle attivita enzimatiche da aminanti puo essere riferibile a
meccanismi di incorporazione e detossificazionediva seconda del tessuto. Sembra
inoltre importante rilevare che la determinazioediadNa,K-ATPasi avviene a pH 7 al
quale il TBT e presente principalmente nella sue#lipofila neutra e quindi in grado
di interagire con le biomembrane che rappresentamersaglio della tossicita acuta di
guesti composti (Hunziker et al. 2001).

Sembra inoltre che la risposta dell'attivita ATRasiai diversi composti
alchilstannici dipenda dalla natura stessa del cmtop saggiato. Diversi lavori
sperimentali hanno mostrato come l'effetto dei costporganostannici sulle proteine
enzimatiche possa essere messo in relazione allaandella specie chimica del
contaminante (Appel 2004). La differente inibiziomll'attivita Na,K-ATPasica
promossa dagli alchilstannici saggiati puo essereelata con la diversa struttura e con
la polarita delle molecole e quindi con la loro @cipa di interagire con i fosfolipidi
(Chicano et al. 2002) e con gli altri componentladmembrana. E stato dimostrato che
I'interazione degli organostannici con le membrdma&ogiche dipende dal carattere
anfifilico di questi composti (Przestalski et al0D) e che tale interazione puo causare



alterazioni della funzionalita dei complessi enzicia legati alla membrana.
Probabilmente i composti alchilstannici trisostittdome il TBT, considerato tra gli
inquinanti ambientali maggiormente tossici (Fem®20 hanno una struttura molecolare
particolarmente adatta per interagire con i congpdleszimatici e/o con lo stato fisico
del microambiente lipidico. Diversi composti al&tédnnici infatti, possono localizzarsi
in modo diverso nel doppio strato lipidico (Bertetial. 2001). A parte le forme neutre,
anche le forme cationiche, come il TBTsono in grado di essere incorporate nei
liposomi ed interagire con gruppi carichi delle mwexolecole (Hunziker et al. 2001).
Inoltre considerando che le interazioni tra lipeliNa,K-ATPasi sono di origine sia
elettrostatica che non (Esmann e Marsch 2006) aedloeme cariche del contaminante
potrebbero avere una certa influenza sul microamigpidico e quindi sulle attivita
enzimatiche di membrana. Su queste basi l'inefiecalel TeET nell'inibire I'attivita
Na,K-ATPasica puo essere attribuita cosi alla soapteta apolarita che potrebbe
impedire o diminuire la sua interazione a livellelld strutture di membrana (Dopp
2007). Considerando gli altri composti saggiati lesuattivita ATPasiche diM.
galloprovincialisil fatto che 'MBT non inibisca la Na,K-ATPasi, dosome la minor
efficacia del DBT rispetto al TBT, potrebbe esdeterpretata considerando che queste
molecole potrebbero disporre di una combinazioraeleguata di cariche elettriche e
struttura che potrebbe diminuire la loro accessibiblle membrane microsomali
(Przestalski et al. 2000) e/o diminuire la loroenaizionein vitro con le proteine
enzimatiche. Ranke e Jastorff (2000) hanno messtelazione l'effetto di diversi
organostannici sui canali ionici di membrana cora wombinazione favorevole di
cariche positive ed elevata lipofilicita. Come gguggerito (Srivastava 1990),
l'inibizione da parte di composti organostannicillaleNa,K-ATPasi, potrebbe
rappresentare una delle basi biochimiche della fossicita; I'ordine di efficienza dei
composti saggiati nell'inibire la Na,K-ATPasi € atti lo stesso dell’efficienza come
biocidi (Appel 2005; Rudel 2003).

Per quanto riguarda la Mg-ATPasi mitocondrialepteprieta emerse durante la
sua caratterizzazione iNl. galloprovincialis e cioé la dipendenza da magnesio e
I'inibizione da parte dell'inibitore specifico olignicina, permettono di attribuire
I'attivita ATPasica riscontrata all’enzima ATP sst. | parametri di saggio risultati
come ottimali per la determinazione enzimatica iqeahcentrazione di Mgg| di
substrato attivante ATP e di oligomicina, sono ime& con quelli riscontrati per la
determinazione di questa attivita enzimatica siamammiferi (Saad-Neheme et al.
2001; Zheng e Ramirez 1999; Bhatnagar e RamalaB)1@8e in pesci (Sgrensen
1985). L'unico parametro che si discosta sensibit@elai parametri di saggio riportati



in altre specie animali (attorno a 8) € il valorg@H, che inM. galloprovincialis risulta
piu alto (attorno a 9).

La Mg-ATPasi mitocondriale da lungo tempo é statasaderata un bersaglio dei
contaminanti organostannici (Saxena 1987); anchecaso diM. galloprovincialis
come gia riscontrato in mammiferi (Matsuno-Yagi aéfi 1993), batteri (von Balmoos
2004) e lieviti (Cain e Griffiths 1977), questaiatd enzimatica risulta fortemente
inibita dal TBT. L'inibizione della Mg-ATPasi opde dal TBT risulta molto piu
pronunciata rispetto a quella della Na,K-ATPasi;qmesto caso infatti la massima
inibizione si raggiunge a concentrazioni di contamnie minori. L'ipotesi che
I'interazione del TBT con la proteina enzimaticas@vga in un sito diverso rispetto a
quello del substrato attivante ATP (Ueno 2005y goggiata dalla cinetica di inibizione
non competitiva della Mg-ATPasi di mitilo.

La Mg-ATPasi, come la Na,K-ATPasi € stata riscdatraaggiormente sensibile
al TBT nelle branchie rispetto al mantello, comeéidano i valori di Ki (Tabella
2.1b2e). Anche in questo caso probabilmente andaradiversa composizione
dell'intorno lipidico, fondamentale nel modulare Mg-ATPasi (ltoi et al. 2003;
Sgrensen 1986; Calanni Rindina et al. 1986) e awbrire l'incorporazione del
contaminante (Chicano et al. 2002; Bertoli et &20pud avere un suo ruolo nel
determinare la diversa sensibilita dell’attivitazenatica nei due tessuti. Ammettendo
che il TBT venga incorporato nella membrana mitakt@ie interna e interagisca con la
struttura enzimatica, si puo ipotizzare che in @nea di una diversa incorporazione del
contaminante nella membrana, l'attivita Mg-ATPasjpassa risultare piu 0 meno
inibita. Questo meccanismo potrebbe render contoem in parte I'andamento
osservato per l'inibizione della Mg-ATPasi.

Se l'interazione dei composti organostannici comkmbrane biologiche e stata
ampiamente studiata, seppure nella maggior partecal® in sistemi modello, il
meccanismo di interazione di tali composti conttatture enzimatiche di membrana é
tuttora da chiarire. Oltre alla perturbazione deroambiente lipidico, I'interazione dei
composti organostannici con le strutture enzimaticdi membrana potrebbe
rappresentare un ulteriore meccanismo che consibualla loro tossicita (Lo et al.
2003). Alcune ricerche indicano che I'inibizioneadcuni complessi enzimatici da parte
di composti organostannici potrebbe coinvolgereltdiazione di gruppi tiolici
attraverso l'interazione con residui di cisteinancla possibile formazione di un
complesso penta-coordinato (Saxena 1987; Smithl.etl®9). Tale interazione
porterebbe alla modificazione dei legami disolfuessenziali per la normale struttura e
funzionalita dell’attivita enzimatica (Cima e Balla2005; Lo et al. 2003; Ohhira et al.



2003). La capacita del DTE, immesso a contatto lkeorrazione microsomale, di
impedire 'inibizione della Na,K-ATPasi da TBT, cenniscontrato nelle prove vitro,
appare in accordo con questa ipotesi (Figura 2)1h4dl caso della Na,K-ATPasi
quindi il TBT potrebbe interagire direttamente d¢agruppi -SH presenti nella struttura
enzimatica.

L’interazione dei composti organostannici con itesid biologici appare
comunque piu complessa: se infatti la loro intemagi con proteine enzimatiche
attraverso i residui disponibili di cisteina sembirgterpretare in molti casi |l
meccanismo di azione di tali composti, in alcunatgine e stato dimostrato che nessun
residuo di cisteina e coinvolto nell’interazionenda@omposti organostannici trisostituiti
(Powers e Beavis 1991). Questo ha fatto suppora chmposti come il TBT siano in
grado di interagire con le proteine enzimaticheaaéirso diversi meccanismi, alcuni dei
quali non implicano necessariamente la presenzasitiui specifici. Altri meccanismi
prevedono la costituzione di strutture anche cosgglen cui i composti organostannici
interagiscono con residui amminoacidici che nomwoligono gruppi tiolici (Powers e
Beavis 1991; Saxena 1987). D’altra parte il fath® composti ditiolici non sempre
siano in grado di impedire I'azione dei compostyarostannici € indice dell’ampia
variabilita di affinita di tali composti per le divse proteine enzimatiche (Powers e
Beavis 1991).Infatti diversamente dalla Na,K-ATPdsimancato effetto del DTE
nell'impedire linibizione della Mg-ATPasi da TBTF{gura 2.1b2i) sembra dimostrare
che in questo caso l'inibizione del contaminantesgilica attraverso meccanismi diversi
dall'interazione con i gruppi -SH della proteinaliTdati inoltre sono in accordo con le
osservazioni di von Ballmoos et al. (2004) secondbla natura dell'interazione tra
enzima e TBT non coinvolgerebbe gruppi tiolici eefde di tipo non covalente.

Per quanto riguarda le prove in vivo con esposiiaei mitili al TBT, e
importante sottolineare che, data la trascurabietatita riscontrata in tutte le vasche,
le concentrazioni di contaminante utilizzate, pgsendo elevate, sono risultate in
pratica non letali, confermando la nota resistedzajuesti molluschi ad ambienti
fortemente contaminati. Inoltre 'assenza di deéfeze rispetto ai controlli anche per i
parametri considerati (indice di condizione, contend’acqua) confermano le buone
condizioni in cui si presentavano gli animali, aaclopo 120 ore di esposizione al TBT.
Le provein vivo, condotte in presenza di diverse concentrazioniRIl riscontrabili
anche nellambiente naturale (Barroso et al. 2@¥@rtoli 2003) hanno mostrato una
diversa e complessa risposta delle attivita ATP&sdi mitilo solo in parte in linea con
guanto osservato nelle proue vitro, facendo intravedere un quadro piu complesso.
Una diversa risposta delle attivita di membrana AJi€he Na-dipendenti a diversi



contaminantin vivo e in vitro e gia stata riscontrata da diversi autori (Pagfiaet al.
1996; Maier e Costa 1990; Watson e Beamish 198Bssknza di inibizione della
Na,K-ATPasi in entrambi i tessuti considerati dopsposizione dei mitili al TBT
indipendentemente dalla dose e dal tempo di espasiz in accordo con prove di
esposizione al TBT effettuate su pesci (Hartl 2Q0@.crostacei (Lignot et al. 1998),
secondo le quali nessuna variazione dell'attivitea, INATPasica € riscontrata
rispettivamente dopo sei e quattro giorni di espose.

La Na-ATPasi ha confermato la sua refrattarietaostaminante nelle branchie
confermando l'ipotesi di un suo ruolo fondamentaémantenimento della regolazione
ionica in questo tessuto. Abbastanza sorprendeniailéizione della Na-ATPasi di
mantello, confermata nelle 2 replicazioni, riscatdrdopo 24 ore di esposizione al TBT
nei mitili del gruppo TBT 2 e 120 ore in entramhbirattamenti sperimentali, vista la
generale refrattarieta di questa attivita enzinaatai contaminanti organostannici
saggiati, siain vitro che in vivo. Dobbiamo comunque tener presente che, in
concomitanza al primo prelievo, & stata riscontrata diminuzione di pH (Figura
1.3b1l) che potrebbe avere favorito una diversaiapene del contaminante con
probabile comparsa, almeno in parte, della form@ T8I che potrebbe aver interagito
diversamente con le strutture di membrana rispettuelle neutre prevalenti a pH 8
come riportato in letteratura (Fent 200H).vitro era stata riscontrata una lieve, anche
se non significativa (0,05) inibizione della Na-ATPasi da DBT; possianemgare che
una volta incorporato nei tessuti il TBT venga artp dealchilato (Rivaro et al. 1996),
per cui dobbiamo considerare che le risposte maggshelle prove di esposizione sono
in realta la risultante degli effetti prodotti d&8BT e derivati e non dal solo TBT
immesso nellacqua di mantenimento. Anche se i amr@emi in gioco sono ancora da
chiarire, possiamo ipotizzare che la Na-ATPasi dntallo possa avere risentito di una
concomitanza di effetti, a cui forse non é estrareabassamento del pH ambientale
dopo 24 di trattamento, che puo avere favoritoragieni del contaminante, inducendo
quindi una minore attivita enzimatica rispetto antolli. La composizione di
membrana del mantello potrebbe essere risultatquasto caso, e a quel pH, piu
favorevole all'incorporazione del contaminante eitp a quella delle branchie, tessuto
in cui in generale nelle prove vitro la Na,K-ATPasi si e rivelata invece piu sensibile.
L’interazione del contaminante potrebbe aver primdoina diminuzione permanente
dell'attivita enzimatica che di fatto risulta infere a quella del controllo anche nel
prelievo successivo. Vale la pena di osservare arfeora una volta le due attivita
ATPasiche Na-dipendenti mostrano una diversa rigpascontaminante.



Una risposta particolarmente interessante € quedlstrata dalla Mg-ATPasi che,
dopo 120 ore di esposizione, ha rivelato sia naléachie che nel mantello un’attivita
enzimatica superiore a quella riscontrata nei ofinttUn’attivazione enzimatica in
mitili esposti a contaminanti era gia stata riscatat per le ATPasi Na-dipendenti
(Pagliarani et al. 1996) e attribuita all'incorpoiane del contaminante nel
microambiente lipidico di membrana.

Il diverso effetto ottenuto sulla Mg-ATPasi non énwnque necessariamente
attribuibile all’azione del TBT, ma potrebbe essarausato dall’azione di altri
metaboliti incorporati nella membrana mitocondridlale incorporazione potrebbe aver
influitosullo stato fisico di membrana favorendo nfmrmazioni del complesso
enzimatico e portando ad una stimolazione deWNi#dtienzimatica, in modo analogo a
quanto riscontrato per altri xenobiotici (Gordorakt1980).



4. Conclusioni

Dallesame dei risultati ottenuti complessivamemtella presente ricerca si
possono trarre alcune osservazioni di rilievo,tiadapiu in generale all’interazione dei
contaminanti con le ATPasi di membrana, che, compia@mente motivato nella parte
introduttiva, sono state studiate in vongole elmiti

Un discorso a parte merita l'interazione dello iamamonio (NH"), la forma
prevalente delllazoto ammoniacale che costituiskceprincipale contaminante in
acquacoltura, con le due attivita ATPasiche ativtet Na della membrana plasmatica.
La dimostrata capacita di sostituzione dei catrannovalenti attivanti specifici, e cioé
K* nell'attivazione della Na,K-ATPasi, e Nan quella della ATPasi insensibile
all'ouabaina, da parte del NH che in qualche modo conferma dati di letterainra
vertebrati (Ventrella et al. 1987) e invertebraeftrella et al. 1992a), anche se scarsi
per la Na-ATPasi, ancora in generale poco studegtee interessanti prospettive sul
ruolo che le due attivita ATPasiche potrebbero @ nel trasporto della forma carica
NH," attraverso la membrana plasmatica. Vale la petareche per la Na,K-ATPasi
questo ruolo € stato gia prospettato e correldiesatezione azotata in pesci (Randall e
Tsui 2002; Wood 1993) e crostacei (Santer e PRilip02; Weihrauch et al. 2002) e
anche individuato come un possibile meccanismo afisitita dellammoniaca,
attraverso l'alterazione del gradiente ionico tradie compartimenti intra- ed
extracellulare (Randall e Tsui 2002). Al contrgsir ’ATPasi insensibile all'ouabaina,
finora non studiata sotto questo aspetto, non s&tate riportate osservazioni in
proposito e quindi la presente ricerca puo essista ¢ome un primo passo in questa
direzione. Sembra infatti possibile, anche considego gli scarsi dati disponibili in
letteratura, che tuttavia mostrano una sensikdlitquesta attivita enzimatica all’azoto
ammoniacale, diversa da quella della coesistentE-NaPasi (Pagliarani et al. 1996),
ipotizzare che anche la Na-ATPasi possa essere/aitzinnel trasporto di NH, e
quindi nella regolazione cellulare di cationi moatanti. In questi processi entrambe le
attivita enzimatiche potrebbero in qualche modopeoare nell’'escrezione dell'azoto
ammoniacale in condizioni di particolare accumulammoniaca, specie nei molluschi
bivalvi, in cui generalmente I'attivita ATPasicasénsibile all'ouabaina si mostra
relativamente elevata rispetto alla coesistent&KMa,Pasi (Trombetti et al. 1992). Su
queste basi, pu0 non essere troppo azzardato peolar oltre alla Na,K- ATPasi,
anche la Na-ATPasi insensibile all’ouabaina potesbfsere compresa tra i meccanismi
attraverso cui si esplica la tossicita dell’azatm@oniacale.



Piu variamente articolato e stato il lavoro svostal’effetto di contaminanti
organostannici TBT e derivati sulle due ATPasi Naeddenti della membrana
plasmatica e sulla Mg-ATPasi mitocondriale, giai¢gata come bersaglio dell'azione
tossica di questi contaminanti (von Ballmoos 2004).

Il primo dato che emerge dai risultati ottenutia diversita di risposta agli
effettori saggiati tra le due attivita ATPasiche-tlpendenti. Infatti, mentre la Na,K-
ATPasi e inibita dal TBT e, in modo meno rilevantdal DBT, la Na-ATPasi si e
mostrata refrattaria a questi contaminanti in tutitissuti saggiati (branchie e mantello)
e in entrambe le specie (vongole e mitili). Pedalat diversa sensibilita ai composti
organostannici puo essere vista come un ulterassetlo che si aggiunge al mosaico di
effetti diversi sulle due attivita ATPasiche ripatitin letteratura, esercitati da parametri
di saggio (Pagliarani et al. 1999; Ventrella etl&92; Proverbio et al. 1991; Borgatti et
al. 1985) e svariate specie chimiche, comprendmmtiaminanti ambientali (Pagliarani
et al. 1996), modulatori endogeni (Caruso-Neveal.e2004; De Souza et al 2004) ed
esogeni (Proverbio et al. 1991; Borgatti et al.5)9&li effetti di tutti questi composti, a
cui ora possiamo aggiungere a pieno titolo gli paoghannici studiati, hanno contribuito
a caratterizzare come funzionalmente distinte ke altivita ATPasiche Na-dipendenti,
riscontrate, anche se con un ampio spettro di ziananei rapporti reciproci, in un gran
numero di specie animali, dagli invertebrati ai Matferi (Proverbio et al. 1981).

E’ interessante notare che, dal momento che liefiza di inibizione della Na,K-
ATPasi dei contaminanti nell’'ordine: TBT >DBT >>>3BM = TeET (nessun effetto),
evidenziata nei tessuti di mitilo, segue I'ordinetaksicita riportata in letteratura per
guesti composti (Appel 2005; Rudel 2003). L'inimze della Na,K-ATPasi, finora
considerata in modo limitato nelllampia letteratutedicata agli effetti dei composti
organostannici (Samuel et al. 1998; Machera el@96; Srivastava 1990), potrebbe
portare all”’alterazione della regolazione ionicalalare, e con essa alla conseguente
perturbazione dei meccanismi biochimico-fisiologit@gati al gradiente ionico
transmembrana; questo potrebbe quindi rappreseantameccanismo di tossicita dei
composti alchilstannici, come gia osservato pestésso azoto ammoniacale (Randall e
Tsui 2002).

Un’altra osservazione degna di nota, considerainubizione della Na,K-ATPasi
della membrana plasmatica e della Mg-ATPasi mitddaie, riguarda la diversita dei
meccanismi prospettati nell’inibizione enzimatiG TBT. Indubbiamente & un dato di
fatto che ambedue le attivita ATPasiche vengonditmidal TBT, come hanno
dimostrato costantemente le pramevitro, in linea con i dati di letteratura che indicano
principalmente e da lungo tempo la Mg-ATPasi comeséglio di TBT e derivati (Ueno



et al. 2005; Hunziker et al. 2002; Papa 1982; @4ial. 1977), e, nelle poche specie di
animali acquatici considerati (Hartl et al. 2001inkney et al. 1989), riportano
inibizione della Na,K-ATPasi. Mentre pero l'inibotie della Na,K-ATPasi sembra
dovuta, almeno in base alle prove effettuate aalimlo reagenti tiolici (DTE), ad una
possibile interazione con i gruppi —SH della pnodeienzimatica, meccanismo gia
ampiamente indicato per TBT e derivati (Smith etl@79; Saxena 1987), quella della
Mg-ATPasi mitocondriale non risulta impedita dageati tiolici e segue inoltre una
cinetica non competitiva nei confronti del substraéaTP. Ammettendo che nei
molluschi la struttura e funzione della Mg-ATPasiitaoondriale non siano
sostanzialmente diversi da quanto riportato in éattfunghi e mammiferi (von
Balmoos et al. 2004), come del resto la sua spicsahsibilita all'inibitore specifico
oligomicina e i pochi dati di letteratura dispofiibsulla catena respiratoria
mitocondriale nei mitili sembrano indicare (PowerBeavis 1991), il tipo di inibizione
evidenziato per la Mg-ATPasi mitocondriale Mi galloprovincialis potrebbe essere
simile a quello dimostrato per microorganismi. knesti, il TBT sembra inserirsi nel
canale protonico della subunita a, probabilmentzigrad interazioni non covalenti,
bloccando il flusso protonico e quindi la funziated complesso enzimatico (Ueno et al.
2005).

A questo punto bisogna tener conto del fatto cloepec del resto gia ribadito
ripetutamente dalla letteratura (Pellerito et #0& Saxena 1987), l'interazione del
TBT con le proteine enzimatiche si possa attuanenetrso diversi tipi di legame.
Quindi le due attivita ATPasiche di membrana imibita TBT nel presente studio, la
Na,K-ATPasi e la Mg-ATPasi, potrebbero rappresentsmempi di diversi meccanismi
di interazione del TBT. Per le attivitd enzimatiatiemembrana occorre considerare
inoltre un altro meccanismo di possibile modulagiotell’attivita enzimatica che
prevede l'incorporazione di contaminanti lipofilelndoppio strato lipidico (Appel
2004). A questo proposito occorre tener presente lI'amcorporazione dei composti
organostannici nelle membrane cellulari e la cdpadi attraversamento di queste,
processo indispensabile per la manifestazione @égliti citotossici (Dopp et al. 2007),
e stata dimostrata dipendere da una varieta dirfaffra questi, la composizione di
teste polari e di catene aciliche, e quindi di iagrdssi, dei fosfolipidi che costituiscono
il doppio strato di membrana sembra rivestire uslayprimario (Chicano et al. 2002;
Bertoli et al.2001). Su tali basi, la diversa cosipmne di membrana nei diversi tessuti
e specie animali, limitando o meno lincorporaziodel contaminante, potrebbe
spiegare non solo la diversa entita degli effetinche effetti discordanti osservati nella
presente sperimentazione, ma anche talune appatisctepanze negli effetti degli



alchilstannici riportate in letteratura in diversendizioni sperimentali. Pertanto, nel
considerare i risultati ottenuti, € opportuno semmpener presente il ventaglio di
possibili meccanismi attraverso cui si esplicaténazione di TBT e derivati con le
proteine enzimatiche. Si puo ipotizzare che il ptere dell’'una o dell’altra di queste
modalita di interazione possa rendere ragione weisl tipi di inibizione riscontrati e

anche della diversa entita di inibizione registratamateriali biologici e condizioni

sperimentali diverse.

Com’era in parte da attendersi, la sperimentazianeivo con esposizione dei
mitili al TBT ha mostrato effetti poco sovrappotilzion quanto riscontrato nelle prove
in vitro, utilizzando animali della stessa specie, e amsidenziato risultati diversi nei
due campionamenti effettuati dopo 24 e 120 oresdosizione al contaminante. Come
accennato prima, queste differenze non sorprengdinadi tanto, in quanto spesso
effetti di contaminanti saggiaitn vitro e in vivo sulle stesse attivita enzimatiche hanno
mostrato risultati diversi (Pagliarani et al. 198ier e Costa 1990 atson e Beamish
1981). Sicuramente, essendo i mitili eccellentirdtbri ed essendo confinati in un
ambiente limitato in cui veniva progressivamentgiagto TBT, dobbiamo assumere
che i loro tessuti direttamente esposti al mezteres quali branchie e mantello siano
venuti a contatto con il contaminante e [I'abbianmcorporato. E' noto che
I'incorporazione di xenobiotici e la loro interam® con strutture enzimatiche puo
produrre inibizione o attivazione enzimatica, anttamite l'induzione di variazioni
conformazionali della struttura del complesso emtico o di parte di esso (Ueno
2005). Pertanto non appare strano che in alcuni reegli animali esposti al TBT
I'attivita Mg-ATPasica risulti maggiore rispetto abntrolli. Nel considerare questi
risultati e nel confrontarli con quelli ottenutilleeprovein vitro, dobbiamo tuttavia
tener presente che il TBT non rimane inalteratotessuti (Rivaro et al. 1996) e quindi
probabilmente anche i suoi derivati parzialmentalaelati concorrono a produrre gli
effetti osservati. Per ciascuna delle attivita Braiche considerate, gli effetti riscontrati
in vivo sono quindi la risultante non solo dei diversi tpinterazione del TBT con le
proteine enzimatiche, come osservato per le pmowdtro, ma anche della pluralita di
effetti esercitati da metaboliti, mediati dai prese metabolici di adattamento
dell’'animale. Nonostante queste difficolta di ipwatazione degli effetti osservati, le
prove in vivo rimangono fondamentali nel considerare effetti aintaminanti
ambientali, in quanto riproducono sia pure in mastremamente semplificato e in
condizioni controllate, situazioni di contaminazodell’ambiente naturale e quindi
possono fornire indicazioni sull’effetto dell'espmisne a breve termine ai
contaminanti.



Ambedue i tipi di approccio sperimentaile vivo ein vitro, hanno mostrato che le
attivita ATPasiche in studio sono sensibili ai carsip organostannici e quindi sembra
ragionevole pensare che queste attivita enzimafpdseano rappresentare meccanismi
attraverso cui si esplica I'azione tossica di gussttaminanti.

Concludendo, i dati raccolti complessivamente inesga ricerca possono
rappresentare un tentativo di far luce sui mecaanisochimici implicati, a livello di
attivita ATPasiche di membrana coinvolte in proces®logici chiave quali la
regolazione ionica cellulare e la fosforilazioneidativa mitocondriale, nella tossicita
di contaminanti ambientali nei confronti di speomarine, che costituiscono i primi
anelli della catena trofica e sono molto poco sttidiotto questo aspetto.

Anche se ovviamente molti studi sono ancora nedegsaarrivare a definire le
interazioni dei contaminanti considerati con le tpme enzimatiche, vista la
complessita dei meccanismi coinvolti, la pluratiiafattori che possono sovrapporsi e,
non ultimo, la scarsita di dati disponibili in lethtura su queste ATPasi di membrana
nei molluschi bivalvi, non sembra azzardato affeenehe la presente ricerca pone le
basi per ulteriori passi in questa direzione.
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