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ABSTRACT 

 

 Scopo della presente tesi di Dottorato è stato quello di valutare, utilizzando un 

protocollo sperimentale basato sulla somministrazione di cibo contaminato con 

diverse concentrazioni di due metalli pesanti, cadmio e piombo, la capacità di 

bioaccumulo e le conseguenti risposte biologiche fornite (biomarkers) da tre specie 

di isopodi oniscidei - Armadillidium granulatum Brandt, Armadillidium vulgare 

(Latreillei), Porcellio laevis Latreille - presenti ed abbondanti in diverse aree della 

Sicilia particolarmente interessate da fenomeni di inquinamento ambientale, al fine di 

verificare il loro possibile impiego in futuri programmi di biomonitoraggio. 

 Sono stati oggetto di indagine: a) l’accumulo dei metalli mediante impiego di 

spettrometria di massa a plasma accoppiato induttivamente (ICP-MS); b) le 

alterazioni morfologiche, istologiche ed ultrastrutturali indotte a carico 

dell’epatopancreas, principale organo di accumulo dei metalli; c) l’espressione di 

molecole indicatrici dello stress conseguente al bioaccumulo dei metalli, quali 

metallotioneine (MT) e heat shock proteins 70 (Hsp70) analizzata mediante metodi 

immunocitochimica; d) l’identificazione ed il sequenziamento del gene responsabile 

dell’espressione delle metallotioneine mediante indagini molecolari. 

 I risultati conseguiti hanno dimostrato che negli isopodi oniscidei, l’accumulo 

dei metalli si realizza in maniera correlata alla concentrazione utilizzata ma in modo 

variabile in relazione al metallo ed alla specie saggiata. Tutte e tre le specie isopodi 

hanno dimostrato, infatti, una capacità di accumulo del Cd spiccatamente superiore 

rispetto al Pb; A. vulgare è stata la specie capace del maggior accumulo di Pb, 

soprattutto alle concentrazioni più elevate del metallo somministrate, mentre P. 

laevis, ha mostrato la maggiore capacità di accumulo del Cd, tanto elevata da 

risultare letale per tutti gli individui trattati per la più alta concentrazione tra quelle 

saggiate.  

 La somministrazione delle concentrazioni più elevate di entrambi i metalli ha 

determinato sensibili alterazioni e della generale organizzazione morfologica ed 

istologica dei tubuli dell’epatopancreas e dell’organizzazione ultrastrutturale delle 

cellule dell’epitelio dell’organo, alcune delle quali potrebbero essere utilizzate quali 

efficaci biomarkers di esposizione. 



 L’impiego di anticorpi anti-MT ed anti-Hsp70 si è rivelato efficace ai fini di 

evidenziare la presenza delle MT e delle Hsp70 nell’epitelio dell’organo, 

apprezzabile in maniera differenziata per intensità e localizzazione in relazione al 

metallo considerato, aspetti che potrebbero rappresentare utili biomarkers di effetto. 

 Le indagini molecolari rivolte al sequenziamento del gene responsabile 

dell’espressione delle metallotioneine, basate su un protocollo già efficacemente 

impiegato per altre specie di invertebrati ivi compresi i crostacei decapodi, non 

hanno avuto successo a causa di una persistente contaminazione fenolica dell’RNA, 

estratto dal pool di epatopancreas. 

 In conclusione, la ricerca ha confermato quanto già noto circa l’eccellente ruolo 

che gli isopodi oniscidei possono ricoprire quali bioindicatori e bioaccumulatori 

dell’inquinamento da metalli pesanti evidenziando, inoltre, che la capacità di 

bioaccumulo si realizza in maniera specie-specifica nei confronti dei diversi metalli e 

che, pertanto, essa deve essere preliminarmente valutata in vista di un loro impiego 

nei programmi di biomonitoraggio.  
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1. INTRODUZIONE 

 

 L'incredibile sviluppo industriale e tecnologico registrato negli ultimi due 

secoli ha portato indubbi benefici sia in termini di aumento di qualità e aspettativa 

di vita nel mondo occidentale sia alimentando speranze di progresso nei paesi in 

via di sviluppo. Sfortunatamente, una così rapida evoluzione, soprattutto nei più 

grandi paesi asiatici, sta aumentando enormemente l'impatto delle attività umane 

sull'ambiente e, di conseguenza, sulla salute.  

 L'industrializzazione moderna e una economia fondata sulla continua 

incentivazione dei consumi di beni e servizi, non sempre indispensabili, spesso 

promuove sprechi e cattivi stili di vita (utilizzo smodato del mezzo di trasporto 

privato, produzione crescente di rifiuti, etc.). Il risultato è un progressivo aumento 

della pressione sull'ambiente, dovuta ai carichi crescenti di sostanze di ogni tipo 

immesse nell'aria, nell'acqua e nel suolo, l'esposizione alle quali può determinare 

effetti nocivi sulla salute degli organismi e dell’uomo. 

 Con il passare del tempo, inoltre, i fenomeni di inquinamento, che 

inizialmente davano luogo ad allarmi territorialmente localizzati, hanno 

incominciato ad interessare il pianeta a livello globale, raggiungendo anche le 

zone più remote, dove non vi sono insediamenti produttivi inquinanti. 

 Uno degli aspetti più drammatici con cui l’uomo si dovrà confrontare 

nell’immediato futuro è rappresentato dall’inquinamento del suolo e soprattutto 

delle acque, determinato dal crescente rilascio di “metalli pesanti”, che non 

potendo essere degradati o distrutti tendono ad accumularsi nel suolo, nei 

sedimenti, nelle acque e negli organismi con conseguenti e consistenti rischi sia 

per le varie forme viventi sia per la salute dell’uomo, tramite il consumo di cibo in 

cui il contenuto di metalli contaminanti è significatamene elevato.  

 Negli ultimi decenni i metalli pesanti sono stati protagonisti di alcuni tra i 

più gravi episodi di inquinamento, con effetti disastrosi per l’ambiente e per la 

salute umana.  

 Tra gli esempi più eclatanti si annoverano: 

 1960-70: L’avvelenamento da mercurio organico nella baia di Minamata 

(Giappone), che si verificò in seguito allo scarico in mare di metilmercurio da 
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parte dell’impianto industriale Chisso Minamata per più di 30 anni, fino al 1966, 

contaminando animali e persone. 

 1986: Drammatico incendio allo stabilimento Sandoz di Basilea. 

All'origine del disastro vi è stata la necessità di spegnere il fuoco con acqua che 

poi rifluì nel fiume Reno, portando con sé rilevanti quantità di oltre una trentina di 

sostanze tossiche, tra cui un fungicida contenente mercurio, presenti in uno dei 

magazzini incendiati. Ci si accorse dell’evento soltanto perché uno dei prodotti 

chimici in questione era colorato con una sostanza rossa, che fu immediatamente 

visibile nelle acque del fiume. Da qui l'appellativo di "Incidente del Reno rosso". 

 Dall'inquinamento delle acque del Reno, all’interno delle quali tutti i pesci 

presenti morirono per una lunghezza di oltre 100 chilometri, furono interessate 

Svizzera, Germania e Olanda. 

 1998: In una diga in cemento utilizzata per il deposito di veleni chimici, 

di proprietà della compagnia Boliden Ltd, si creò una falla, e sette milioni di 

tonnellate di “fango tossico” si riversarono nella miniera di Aznalcóllar, adiacente 

all’area della diga, nel Coto de Doñana. La breccia creata era di 50 metri e rilasciò 

una massiccia ondata di residui tossici, con un fronte lungo 500 metri. Uccise tutto 

ciò che incontrò nel suo cammino e percorse il fiume Guadimar a una velocità di 1 

Km/h. L’onda seguì la corrente, attraverso il Rio Guadimar e i canali artificiali, 

riversandosi nel golfo di Cadice e distruggendo qualsiasi forma di vita a causa 

dell’alta acidità dei residui tossici trasportati contenenti Pb, Cd, Zn, Cu e As 

nonché solfuri.  

 Un esempio altrettanto eclatante riguarda purtroppo da vicino la Sicilia 

dove, nel territorio compreso nei comuni di Augusta, Priolo e Melilli, si sta da 

decenni realizzando un progressivo “disastro” ambientale i cui effetti drammatici 

sono già noti alla comunità scientifica e all’opinione pubblica ma la cui entità è 

senz’altro destinata a manifestarsi in tutta la sua sconvolgente dimensione nel 

prossimo futuro. 

 Il triangolo industriale Priolo - Augusta - Melilli ospita nel raggio di pochi 

chilometri ben 5 raffinerie: Esso, Agip (ex Montedison - Praoil), EniChem, Isab 

(gruppo Erg) e Condea (ex EniChem Augusta S.p.a.). La loro attività, associata a 

quella di altre imprese industriali, ha riversato nell’ambiente circostante 
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incredibili quantità di gas inquinanti, emissioni legate alla raffinazione di 

idrocarburi, reflui tossici, polveri di metalli pesanti come il nichel e il vanadio. 

 L’ultimo drammatico evento risale all’anno 2001, quando alcuni abitanti di 

Priolo presentarono un esposto alla Procura denunciando la presenza di una grossa 

macchia rossa nel mare di fronte allo stabilimento dell'Enichem. Gli investigatori 

scoprirono che da tempo, in quella zona, mercurio e altri inquinanti venivano 

scaricati direttamente in mare. Analisi successive, condotte dalla Procura di 

Siracusa, hanno dimostrato che il mercurio era presente nell’ambiente marino 

circostante in una percentuale 20.000 volte superiore alla soglia ritenuta 

tollerabile. 

 Gli effetti di tale incredibile livello di inquinamento, non solo sulla qualità 

dell’ambiente e sulla conservazione della biodiversità ma, ovviamente, anche sulla 

salute dell’uomo, sono oramai ben noti. 

 I risultati di diverse indagini condotte negli ultimi anni (Ramistella et al., 

1990; Bianca et al., 2003; Bianchi et al., 2004; Nicosia, 2007) nel triangolo Priolo 

- Augusta - Melilli fanno temere un nuovo disastro ambientale: 1.000 neonati con 

gravi handicap fisici e mentali, per una media quattro volte superiore a quella 

nazionale; numerosissime gravidanze interrotte; tumori ai polmoni del 20% in più 

rispetto alle altre città siciliane; pesce contaminato, con una percentuale di 

mercurio superiore del 500% al limite ritenuto non pericoloso dalla legislazione 

vigente e con un altrettanto elevata presenza di nichel, piombo, arsenico etc.. 

 Infine, proprio recentemente, è stato reso noto all’opinione pubblica il 

gravissimo fenomeno di inquinamento della falda acquifera del fiume Ofanto e 

dell’area circostante l’inceneritore Fenice S.p.a. controllato dall’Electricité de 

France (EDF) con presenza nelle stesse di mercurio, nichel, cromo, piombo, 

tricloroetilene, tetracloroetilene, floruri, alifati clorurati cancerogeni etc., che ha 

determinato una serie di denunce per disastro ambientale e due ordinanze del 

comune di Melfi emanate già nel 2009 e tuttora in vigore, con le quali si fa 

assoluto “divieto di utilizzo, a qualsiasi scopo, delle acque sotterranee emungibili 

dai pozzi presenti all’interno del perimetro del sito dell’impianto di 

termovalorizzazione Fenice nonché di quelli a valle del sito stesso”. 
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 Da quanto sopra esposto scaturisce la necessità, nei siti soggetti a gravi 

fenomeni di inquinamento, di interventi immediati sia rivolti ad impedire la 

prosecuzione degli scarichi incontrollati sia ad imporre il rispetto delle norme di 

legge vigenti in termini di tutela dell’ambiente e della salute pubblica e a 

pianificare immediate azioni di bonifica del territorio con drastica riduzione dei 

livelli di inquinamento del suolo, dell’aria e delle acque.  

 Tali interventi dovrebbero essere preceduti dalla messa a punto di un quadro 

articolato ed approfondito dello stato dell’ambiente e della salute degli ecosistemi 

nel territorio interessato, quadro che potrebbe scaturire dalla realizzazione di un 

programma ad ampio respiro di biomonitoraggio ambientale che, rispetto agli altri 

metodi di monitoraggio, presenta diversi vantaggi quali, ad esempio, quello di 

consentire una rapida individuazione delle zone a rischio presenti nel territorio, e 

di fornire le conoscenze di base per una localizzazione ottimale delle centraline di 

rilevamento.  

 Nei programmi di biomonitoraggio appare particolarmente importante la 

scelta delle specie da utilizzare; la rilevante mole di dati scaturiti dalle numerose 

ricerche già effettuate a tale proposito suggeriscono che nel monitoraggio 

dell’ambiente terrestre risultano particolarmente efficaci come bioindicatori e 

bioaccumulatori specie appartenenti ai nematodi, insetti e isopodi oniscidei ed 

altri macroinvertebrati del suolo. 

 Gli isopodi oniscidei, in particolare, sono da tempo noti per la loro capacità 

di accumulare rilevanti quantità di metalli pesanti (Wieser et al., 1976; Hopkin et 

al., 1986; Dallinger et al., 1992) e di sopravvivere anche nelle aree fortemente 

interessate dalla presenza di metalli pesanti e pertanto essi sono ritenuti “perfetti” 

indicatori di tale tipo di inquinamento (Wieser et al., 1976; Hopkin e Martin, 

1982, 1984; Martin e Coughtrey, 1982; Hunter et al., 1987; Hopkin, 1989; Paoletti 

e Hassal, 1999). 

 La capacità di accumulo dei metalli negli isopodi oniscidei sembra essere, 

però, specie-dipendente; ad es., individui di Porcellio scaber presentano una 

capacità di accumulo dello zinco doppia rispetto a quella riscontrata in individui 

di Oniscus asellus provenienti dallo stesso sito (Hopkin, 1990). 
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 Appare, pertanto, opportuno effettuare la scelta delle specie da utilizzare in 

un programma di biomonitoraggio sulla base di una valutazione preliminare della 

loro capacità di accumulo dei diversi metalli e sulla conoscenza delle risposte 

biologiche date in risposta all’accumulo stesso (biomarkers). 

 Sulla base di quanto premesso ho ritenuto opportuno svolgere, quale oggetto 

della tesi di Dottorato, un’articolata indagine sperimentale rivolta a valutare la 

capacità di accumulo di due metalli pesanti, cadmio e piombo, in  tre specie di 

isopodi terrestri - Armadillidium granulatum Brandt, Armadillidium vulgare 

(Latreille) e Porcellio laevis Latreille, presenti ed abbondanti in Sicilia ed in 

particolare nelle aree maggiormente interessate da massicci fenomeni di 

inquinamento ambientale - e le risposte da esse fornite in termini di biomarkers di 

esposizione e di effetto, con l’obiettivo finale di prevedere una loro possibile ed 

efficace utilizzazione in un futuro programma di biomonitoraggio ambientale. 

 In particolare, sono stati presi in considerazione: 

 i quadri di alterazione dell’organizzazione morfologica, istologica ed   

 ultrastrutturale dell’epatopancreas, principale organo interessato 

 nell’accumulo dei metalli pesanti e nei conseguenti processi di 

 detossificazione; 

 il contenuto in metalli pesanti negli animali contaminati valutato con  

 analisi condotte mediante spettrometria di massa a plasma accoppiato 

 induttivamente (ICP-MS); 

 la presenza e la localizzazione nell’epatopancreas di metallotioneine 

 (MTs) ed heat shock proteins (Hsp70), molecole che vengono espresse 

 in risposta a fattori di stress, quali il bioaccumulo di metalli pesanti 

 mediante impiego di metodi immunocitochimici; 

 l’identificazione ed il sequenziamento del gene responsabile 

 dell’espressione delle metallotioneine mediante indagini molecolari. 
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2. INQUINAMENTO DA METALLI PESANTI 

 

Il termine “metalli pesanti” è utilizzato nella letteratura scientifica con 

significati spesso profondamente diversi. Una definizione restrittiva dal punto di 

vista chimico include in tale categoria solo quei metalli che hanno una densità 

maggiore rispetto a quella dei propri ossidi. Poiché tale definizione non è di facile 

impiego, i metalli pesanti spesso vengono definiti tali quando presentano una densità 

superiore a 4-5 g/cm
3
. 

Dal punto di vista ambientale e per gli effetti che manifestano negli organismi, 

il termine “metalli pesanti” viene comunemente riferito a tutti i metalli o metalloidi 

che rappresentano un pericolo per la salute e per l’ambiente.  

Morgan e Stumm (1991) hanno suggerito una lista di 14 metalli e metalloidi 

pericolosi: cromo, arsenico, cadmio, antimonio, piombo, rame, selenio, indio, 

mercurio, bismuto, zinco, argento, stagno e tallio. Tale lista non è oggi considerata 

definitiva. Lo sviluppo di nuove tecnologie porta infatti all’uso di nuovi materiali ed 

al rilascio nell’ambiente di altri metalli. Ad esempio, alcune recenti ricerche hanno 

dimostrato un incremento significativo nelle polveri atmosferiche e nei sedimenti 

marini costieri di elementi del gruppo del platino, causati dall’introduzione delle 

marmitte catalitiche. Sono stati segnalati, inoltre, alcuni casi di intossicazione 

determinati dalla presenza nell’ambiente di lantanidi (o altri elementi delle terre rare) 

legata al rilascio delle industrie litografiche; tali elementi trovano oggi impiego in 

una vasta gamma di applicazioni quali schermi televisivi, componenti elettronici e 

siderurgia. 

Dal punto di vista ambientale, i metalli pesanti responsabili delle più 

significative problematiche sono rappresentati dal mercurio, cadmio, piombo e 

arsenico, in quanto essi sono: 

 frequentemente utilizzati in processi industriali e nelle attività agricole; 

 frequentemente rilasciati in siti dove gli uomini possono venire in loro 

contatto; 

 tossici per l’uomo; 

 responsabili di modificazioni significative dei cicli bio-geochimici. 
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Gli effetti dell’aumento della concentrazione di questi metalli sono stati 

amplificati dal concomitante aumento dell’acidificazione dei terreni che ha determinato 

un drastico aumento della loro biodisponibilità per tutte le specie vegetali e animali, 

uomo incluso.  

Alcuni metalli sono richiesti dagli organismi in quantità limitata; Zn, Cu, Fe, e 

Mg, anche se presenti a basse concentrazioni, svolgono una serie di attività 

fondamentali per la cellula comportandosi come micronutrienti essenziali (Riggio et al., 

2003) e partecipano a numerosi processi biochimici responsabili della crescita e della 

vita cellulare.   

Lo zinco, per esempio, è coinvolto nei processi di replicazione, trascrizione e 

traduzione (Hanas et al., 1983; Grummt et al., 1986), funge da cofattore per oltre 200 

metalloenzimi (Dixon e Webb, 1979) e svolge funzioni regolative, come nel caso della 

modulazione della trasmissione sinaptica (Bryce-Smith, 1989). Il rame, a basse 

concentrazioni, è essenziale per la respirazione, per la difesa dai radicali liberi e per la 

sintesi e rilascio dei neurotrasmettitori (Cousins, 1985).  

Altri metalli, come Cd, Cr, Al e Pb, invece, non sono normalmente presenti nelle 

cellule neanche in tracce e pertanto, anche a basse concentrazioni risultano molto tossici: 

questi metalli, infatti, possono causare ritardi nello sviluppo embrionale (Guillou et al., 

2000; Au et al., 2001), nella crescita (Sunderman et al., 1995; Hanna et al., 1997; 

Calevro et al., 1998; Oskarsson et al., 1998) nonché una lunga serie di patologie, cancro 

incluso (Frenkel et al., 1994; Hartwing, 1994).  

Tra questi metalli, altamente tossici, meritano particolare attenzione il cadmio 

e il piombo, non solo per la loro incrementata diffusione ma soprattutto per il loro 

ampio utilizzo in molte produzioni industriali poco o per nulla controllate.  

 

2.1 Inquinamento da cadmio  

Il cadmio (Cd)  è un metallo bivalente, raro e tossico, dall’aspetto argenteo con 

riflessi azzurrognoli, duttile e malleabile che si trova in condizioni naturali nella 

crosta terrestre. 

Esso fu scoperto nel 1817 dal chimico Friedrich Stromeyer che lo individuò 

nelle incrostazioni presenti all’interno di una fornace di zinco, nonostante il suo 

impiego e la sua estrazione a livello industriale risalga agli anni ’40. Nel 1991, da 
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quanto riportato da Stoeppler (1991), la sua produzione era pari a 17.000 tonnellate, 

con conseguente emissione in atmosfera di 7.000 tonnellate di metallo. 

In natura il cadmio non si trova allo stato nativo ma piccole quantità sono 

presenti in alcuni minerali come, ad esempio, la greenockite (CdS), l’unico minerale 

di cadmio importante, quasi sempre associato alla sfalerite (ZnS); per tale motivo il 

cadmio viene ottenuto, in genere, come sottoprodotto dell’estrazione e della 

raffinazione dello zinco ed, in minor misura, del piombo e del rame. 

Prima della sua utilizzazione a fini industriali, iniziata nel 1907 negli Stati 

Uniti, la sua presenza nell’ambiente terrestre era estremamente ridotta e determinata 

soprattutto dall’attività vulcanica, da incendi boschivi, dal trasporto eolico di polveri 

e dalla lisciviazione delle rocce. 

I suoi recenti e molteplici impieghi ne hanno determinato un progressivo 

crescente rilascio nell’ambiente (valutato recentemente in circa 14.000 

tonnellate/anno) che si è tradotto in un considerevole aumento delle sue 

concentrazioni e nel terreno e nelle acque dolci e salate con conseguenti fenomeni, 

talora drammatici, di inquinamento e di danno per la salute degli organismi viventi. 

L’uso più significativo del cadmio è il suo impiego nelle batterie nickel-

cadmio; altre applicazioni comprendono: 

 cadmiatura: trattamento metallurgico mediante il quale viene depositato 

su superfici metalliche, in modo particolare per l’acciaio, per ottenere uno 

strato protettivo. I rivestimenti di cadmio forniscono una buona resistenza 

alla corrosione, specialmente in ambienti a stress elevato, quali 

applicazioni marine ed aerospaziali dove sono richieste sicurezza e 

affidabilità elevate; 

 sali di cadmio: trovano impiego in campo fotografico e nella 

fabbricazione  di fuochi artificiali, gomme, vernici fluorescenti, vetri e 

porcellane; 

 composti del cadmio: usati per produrre i fosfori dei televisori in bianco e 

nero e i fosfori blu e verdi dei televisori a colori; 

 solfuro di cadmio: è usato come pigmento e trova applicazione nella 

realizzazione di celle fotovoltaiche. 
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Un’altra fonte rilevante di emissione di cadmio è rappresentata dalla 

produzione di fertilizzanti a base di fosforo.  

Il cadmio rilasciato attraverso l’uso dei fertilizzanti o nei canali di scarico delle 

industrie finisce principalmente nei terreni e il metallo viene, quindi, assorbito in 

particolar modo dalla componente vegetale e, conseguentemente, dagli animali 

erbivori. Inoltre quando le concentrazioni di Cd nel terreno sono elevate, esse 

possono influenzare i processi dei microrganismi e minacciare l’intera comunità 

biotica del suolo. Negli ecosistemi acquatici il Cd può bioaccumularsi in mitili, 

ostriche, gamberetti, aragoste e pesci.  

Il problema più grave derivante agli organismi presenti negli ambienti inquinati 

da cadmio è che tale metallo è caratterizzato da una notevole capacità di penetrazione 

nella cellula, da un’elevata bio-persistenza e da una particolare difficoltà di 

eliminazione; infatti, una volta assorbito da un organismo il cadmio permane in esso 

per molti anni prima di venire espulso (è stato calcolato che il periodo di 

dimezzamento biologico è superiore ai 50 anni) (Nordberg et al., 1994; Schilderman et 

al., 1997). L’assorbimento di cadmio da parte dell’uomo avviene principalmente 

attraverso l’assunzione di peculiari cibi quali fegato, funghi, farine di cereali, 

crostacei, mitili, polvere di cacao, alghe secche, etc.. L’assunzione quotidiana media 

per gli esseri umani è valutata intorno a 0.15 µg dall’aria e 1 µg dall’acqua. 

Esposizione a livelli significativamente elevati di cadmio avviene attraverso il fumo 

(un pacchetto di sigarette può portare all’inalazione di circa 2-4 µg di cadmio). Il 

fumo di tabacco trasporta il cadmio nei polmoni, il sangue lo trasporta al resto del 

corpo dove può amplificare l’effetto incrementando il bioaccumulo di cadmio. Il Cd 

è trasportato al fegato dove si lega a proteine per formare complessi che sono 

trasferiti ai reni. Il cadmio si accumula nei reni, dove danneggia i meccanismi di 

filtrazione, ciò causa l’escrezione di proteine essenziali e di zuccheri dal corpo ed un 

ulteriore danno renale. Occorre molto tempo prima che il cadmio accumulato nei reni 

sia espulso dal corpo umano. 

Altri effetti sulla salute che possono essere causati dal cadmio: 

 diarrea, mal di stomaco ed emesi; 

 problemi riproduttivi e persino possibilità di infertilità; 

 danneggiamento del sistema nervoso centrale; 
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 danneggiamento del sistema immunitario; 

 disordini psicologici; 

 possibili danni al DNA (cancerogeno indiretto e cumulativo); 

 sindrome di itai-itai. 

Con quest’ultimo termine si fa riferimento ad una grave forma di inquinamento 

ambientale verificatasi in Giappone tra gli anni ’60 e ’70 nella regione di Jintsu, dove 

le colture di riso per il consumo locale venivano effettuate con acqua attinta da un 

fiume contaminato da cadmio proveniente da operazioni di estrazione e fusione dello 

zinco che si svolgevano a monte della regione stessa. La malattia, riscontrata per la 

prima volta nel 1946, è caratterizzata da osteomalacia, con fratture patologiche e con 

incidenza prevalente tra donne di età medio-avanzata. I sintomi prevalenti sono 

rappresentati da dolori ai reni ed alle articolazioni, da cui il nome dato alla sindrome 

“itai-itai” (grido di dolore equivalente ad “ahi, ahi”). La causa venne riconosciuta in 

una intossicazione cronica da cadmio di origine alimentare, per la contaminazione di 

origine industriale delle acque e, quindi, dei cibi. L’assunzione del Cd da parte dei 

pazienti affetti da itai-itai fu stimata a circa dieci volte l’ingestione media dei 

nordamericani. 

A livello mondiale le zone a maggior rischio risultano essere il Giappone e 

l’Europa centrale; in questi territori l’inquinamento da cadmio del suolo è 

particolarmente elevato per la contaminazione dovuta alle attività industriali. Dal 

1960 il Giappone ha stabilito delle regole rigide per la riduzione del tasso di 

inquinamento da cadmio mentre l'Unione europea ha emanato nel 2006 una direttiva, 

solo parzialmente soddisfacente, relativa al riciclo delle batterie di computer e 

cellulari con l’obbligo da parte di produttori e venditori di gestirne lo smaltimento. 

La direttiva prevede anche che le nuove batterie prodotte in futuro abbiano un 

contenuto limitato di cadmio e mercurio: sarà vietata la vendita di batterie portatili 

(ossia che pesino meno di un chilogrammo) contenenti una quantità superiore allo 

0.0005% di mercurio e allo 0.002% di cadmio, tranne che nei dispositivi di 

emergenza, medicali e di allarme. 
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 2.1.1 Meccanismo d’azione 

 Il cadmio essendo in grado di legarsi fortemente ai numerosi ligandi di 

molecole proteiche enzimatiche, ne provoca una conseguente alterazione della 

struttura e della funzionalità. 

 Una scala di affinità per i diversi ligandi è stata delineata da Kägi e Hapke 

(1984), scala che, in ordine decrescente, può essere schematizzata come segue: 

tiolico (RS
-
) > fosforico (RPO

-
) > cloridrico (RCl

-
) > carbossilico (RCOO

-
). Tale 

affinità risulta direttamente proporzionale ai siti leganti presenti sulle molecole 

interessate, ed è pertanto più elevata per glutatione e metallotioneina. 

 Diverse possono essere le conseguenze dell’azione del metallo a livello 

cellulare, tra queste ricordiamo l’inibizione delle ossidasi a funzione mista, le 

alterazioni di alcune attività del calcio e del suo trasporto transmembrana, il blocco 

della fosforilazione ossidativa dei mitocondri e le variazioni della funzionalità di vari 

metalloenzimi, quali alcool deidrogenasi, carbossipeptidasi, delta-ALA deidrati, 

superossido dismutasi, etc. (Sporn et al., 1969; Webb, 1979; Goering et al., 1995). 

 Il cadmio interferisce anche con le attività del calcio attraverso un suo rilascio 

dai siti di deposito intracellulare ed un aumento dei livelli di inositol-fosfatasi, 

probabilmente a seguito di un’interazione con un recettore di membrana (Smith et 

al., 1989; Chen e Smith, 1992). 

Inoltre, va ricordato che il cadmio può sostituirsi al calcio nel legame alla 

calmodulina, proteina preposta alla regolazione di numerosi processi calcio-

dipendenti, il che si traduce in un’azione calcio-agonista da parte del metallo, che 

può determinare in funzione della sua concentrazione, un’attivazione o un’inibizione, 

degli enzimi calmodulino-sensibili, quali la fosfodiesterasi e l’adenosintrifosfatasi 

Ca/Mg dipendente; il fenomeno trova conferma nel fatto che un trattamento con 

calmodulina-inibitori comporta miglioramenti nel quadro tossico (Donnelly, 1978; 

Forsen et al., 1979; Andersson et al., 1982; Cox e Harrison, 1983; Habermann et al., 

1983; Chao et al., 1984; Cheung, 1984; Mills e Johnson, 1985; Akerman et al., 1985; 

Richard et al., 1985).  

 La sostituzione dello zinco da parte del cadmio, spiega la sua azione sui 

metalloenzimi, ciò trova una controprova nel fatto che carenze di zinco comportano 

un aggravamento degli effetti tossici (Vallee e Ulmer, 1972; Vallee e Glades, 1974). 
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 Il Cd inoltre, inducendo l’attività della eme-ossigenasi, porta ad un conseguente 

incremento nella degradazione dell’eme, che a sua volta è responsabile di una 

riduzione dell’attività dell’ossidasi a funzione mista e del contenuto di citocromo 

P450. 

 L’esposizione al Cd comporta infine un aumento della formazione di radicali 

superossido, in grado di indurre rotture nel singolo filamento di DNA e 

perossidazione lipidica in vitro e nei tessuti target (Gabor et al., 1978; Stacey et al., 

1980; Amoruso et al., 1982; Ochi et al., 1983; Wahba e Waalkes, 1990). 

 

 2.1.2 Impatto ambientale 

 Il Cd è considerato uno dei metalli pesanti più pericoloso per l’uomo e per gli 

ambienti acquatici e terrestri; a causa della sua elevata dispersione ambientale lo si 

trova in aria, acqua, suolo e in organismi animali e vegetali. 

 L’accumulo del Cd nel suolo (a differenza di altri metalli come il Pb) è 

continuo e sistematico, cosicché anche i vegetali, tramite l’apparato radicale, lo 

assorbono in modo costante.  

 Chiamati in causa, oltre agli scarichi industriali, sono i pesticidi e i fertilizzanti 

utilizzati per migliorare le caratteristiche minerali del suolo. Il fango può trasportare 

il Cd per lunghe distanze. Anche attraverso l’aria il Cd si deposita sul suolo e sui 

vegetali.   

 Attualmente nelle aree non contaminate la presenza naturale del cadmio 

ammonta alle concentrazioni di seguito riportate: 

 

Comparto ambientale Concentrazione (ppb) 

Acque dolci 0,05 – 0,2 

Oceani 0,01 – 0,1 

Sedimenti dei fiumi e dei laghi 5.000 

Sedimenti marini 30 – 100 

Suoli di origine non vulcanica 10 – 1.000 

Suoli vulcanici 4.500 

Rocce ignee 1 – 600 

Rocce fosfatiche 100.000 
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 Tali valori, sono comunemente ritenuti non tossici, tuttavia se il metallo è in 

forma disponibile per l’assunzione, tali valori possono rappresentare un serio 

problema per l’ambiente e la salute degli organismi viventi. 

 Queste concentrazioni possono notevolmente incrementarsi in seguito a 

fenomeni di bioaccumulo ed in questo caso alcune specie risulterebbero essere fonte 

di tossicità per l’uomo o altri animali (Shuster e Pringle, 1969; Zaroogian e Cheer, 

1976; Zaroogian, 1979). 

 Numerosi fattori, sia fisici sia chimici, influenzano l’assunzione del Cd da parte 

degli organismi viventi; fra questi ricordiamo la possibilità di adsorbimento e di 

rilascio da parte di componenti del terreno, il suo pH, il potenziale redox, la struttura 

chimica, etc., (Eisler, 1985). Un pH notevolmente acido ed un elevato potenziale 

redox possono, infatti, aumentare, come emerso dalle osservazioni di Khalid et al. 

(1981) nel fiume Mississippi, la mobilizzazione del metallo dai fanghi con una 

conseguente maggiore possibilità di assunzione. 

 La quantità di Cd presente in forma ionica altamente disponibile è influenzata 

positivamente dalla quantità di ossigeno disciolto: in condizioni di anaerobiosi i 

livelli sono notevolmente ridotti e, di conseguenza, si ha un aumento della frazione 

del metallo legata alle particelle sospese e, quindi non biodisponibile (Eisler, 1985). 

  

2.2 Inquinamento da piombo 

Il piombo è, probabilmente, il metallo tossico più diffuso nell’ambiente e la sua 

presenza in natura è in gran parte dovuta alle attività antropiche. 

Le concentrazioni di piombo, infatti, nella litosfera sono piuttosto ridotte (20 

ppm) ed anche nel suolo presentano, lontano da fonti di contaminazione, valori non 

superiori generalmente a 25 ppm.  

Il piombo si rinviene in numerosi minerali come la galena (PbS), che 

rappresenta la forma primaria di piombo alla stato naturale, l’angelesite (PbSO4) e la 

cerusite (PbCO3) (EPA, 1980). 

Si tratta di un elemento che può agire come veleno esplicando interferenza con 

svariati sistemi metabolici in particolar modo nelle forme di intossicazione ad 

andamento cronico e come agente mutageno, cancerogeno e teratogeno, mentre non 
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esiste alcuna segnalazione, reperibile in letteratura, che ne indichi un ruolo 

fisiologico (Eisler, 1988).   

Episodi di intossicazione cronica da piombo, o saturnismo, vengono riportati 

già dagli antichi Greci e dai medici arabi (2500 a.C.) e i primi casi conosciuti di 

encefalopatia da esposizione professionale risalgono al 400 a.C. circa (Venugopal e 

Luckey, 1978).  

Il Pb è pressoché ubiquitario ed è utilizzato in una grande varietà di prodotti 

(Ensley, 2003).  

 Una delle cause principali del rilascio di piombo nell’ambiente è stata nel 

recente passato, e, in misura certamente ridotta, continua purtroppo ancor oggi, ad 

essere rappresentata dalla combustione della benzina, ove il piombo è presente negli 

additivi antidetonanti sotto forma di piombo tetraetile; notevole risulta essere anche il 

rilascio di piombo conseguente alle attività delle fonderie ed alla combustione del 

carbone. Viene impiegato negli accumulatori, nelle munizioni, nelle tubature, in 

vernici come il minio, come schermo contro le radiazioni, e in leghe con lo stagno 

per saldature. Altre fonti secondarie sono rappresentate dalla produzione di cavi ed 

accumulatori e di pigmenti. Inoltre il piombo può essere prodotto e diffuso come 

inquinante nell'atmosfera durante l'estrazione e la lavorazione industriale di altri 

metalli, come argento e oro, bismuto, etc.. 

Il piombo figura al secondo posto nella lista delle sostanze pericolose indicate 

dall'ATSDR (Agency for Toxic Substances and Disease Registry) nel 1999.  

La nocività di questo metallo è nota da molto tempo, specie nelle sue 

manifestazioni acute (colica saturnina). Tuttavia recentemente, come è accaduto per 

numerosi altri agenti inquinanti, la dose considerata critica è stata notevolmente 

abbassata. Fino a circa trent'anni fa, l'avvelenamento cronico da piombo era definito 

dalla presenza di una dose superiore a 80 µg/dl nel sangue, mentre attualmente viene 

considerata “alta” una dose di Pb di 30 µg/dl e potenzialmente nocive, specie nello 

sviluppo, quantità uguali o superiori a 10 µg/dl (0.1 ppm).  

Assorbito essenzialmente attraverso la respirazione e la nutrizione, il piombo 

non viene metabolizzato, ma per larga parte escreto, mentre il resto (circa 20%) si 

distribuisce nei tessuti e in particolare:  

 nel sangue, ove circola quasi esclusivamente negli eritrociti; 
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 nei tessuti minerali (ossa e denti), ove si accumula; 

 nei tessuti molli (reni, midollo osseo, fegato e cervello). 

La presenza di Pb nel sangue, all'interno dei globuli rossi e in massima parte 

legato all'emoglobina, provoca anemia, che deve però considerarsi non un sintomo, 

ma una manifestazione tardiva dell'avvelenamento da Pb. Attraverso il sangue, il Pb 

si distribuisce in tutti gli altri tessuti.  

Per la sua capacità di “mimare” il calcio, e quindi soprattutto in caso di 

insufficiente assunzione di calcio, il piombo si accumula nelle ossa e vi costituisce 

una componente stabile. Tale componente può essere mobilizzata, e quindi rientrare 

in circolo nel sangue, in particolari stati fisiologici di stress (gravidanza, 

allattamento, malattie), ma anche come conseguenza di un accresciuto apporto di 

calcio nella dieta. Questo accumulo stabile di Pb nelle ossa rende molto lenta la 

guarigione dalla piombemia, anche dopo un completo allontanamento dell’agente 

tossico. 

Il piombo è in grado di danneggiare praticamente tutti i tessuti, in particolare i 

reni e il sistema immunitario. La manifestazione più subdola e pericolosa 

dell'avvelenamento da piombo è quella a carico del sistema nervoso. Negli adulti il 

danno da piombo si manifesta soprattutto con neuropatia periferica, che si ritiene 

dovuta a un processo di demielinizzazione delle fibre nervose. L'esposizione intensa 

ad elevate dosi di piombo (da 100 a 200 µg/dl) provoca encefalopatia, i cui sintomi 

sono: vertigini, insonnia, cefalea, irritabilità e successivamente crisi convulsive e 

coma. La neuropatia da piombo colpisce soprattutto nello sviluppo, con turbe 

comportamentali e danni cognitivi.  

Studi epidemiologici hanno mostrato una forte correlazione fra il livello di 

piombo nel sangue e nelle ossa e scarse prestazioni in prove attitudinali (test QI o 

psicometrici); una simile correlazione è stata accertata anche in studi 

comportamentali su animali esposti al piombo subito dopo la nascita. Il processo di 

apprendimento avviene attraverso la formazione e il rimodellamento delle sinapsi e 

l'effetto tossico del piombo su questo processo suggerisce che questo metallo 

danneggi specificamente la funzione sinaptica. La particolare vulnerabilità dei 

bambini è accresciuta dal fatto che essi sono particolarmente esposti all'assunzione di 
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piombo, per esempio se nutriti con latte artificiale preparato con acqua ricca di 

piombo, ovvero per ingestione di frammenti di vernice al piombo. 

L'avvelenamento da piombo viene curato con farmaci che esercitano un'azione 

“chelante” sul metallo, ovvero molecole in grado di legare il piombo formando un 

complesso stabile che viene escreto. I farmaci più utilizzati per questa terapia sono il 

calcio-EDTA (calcio disodico edetato), il diemercaprolo (DMSA o BAL) e la 

penicillammina, un derivato della penicillina che però non ha azione antibatterica, 

ma solo chelante. 

 

2.2.1 Meccanismo d’azione 

La tossicità del Pb deriva in larga misura dalla sua capacità di “mimare” il 

calcio, ovvero di sostituirsi ad esso in molti dei processi cellulari fondamentali che 

dipendono dal calcio.        

 Il piombo può attraversare la membrana cellulare mediante diversi sistemi, non 

ancora completamente chiariti. Il trasporto di piombo attraverso la membrana degli 

eritrociti è mediato dallo scambiatore anionico Cl
-
/HCO3

-
 in un senso e dalla pompa 

Ca-ATPasica in senso opposto. In altri tessuti, il piombo entra attraverso i canali al 

calcio dipendenti dal potenziale, o ancora attraverso altri tipi di canali che 

trasportano calcio. Una volta entrato nel citoplasma, il piombo continua la sua azione 

di mimica distruttiva, occupando i siti di legame per il calcio su numerose proteine 

calcio-dipendenti. Il piombo si lega alla calmodulina, una proteina che, nel terminale 

sinaptico, funziona come sensore della concentrazione di calcio libero e da mediatore 

del rilascio di neurotrasmettitore. Inoltre altera il funzionamento dell'enzima proteina 

chinasi C, una proteina praticamente ubiquitaria di importanza fondamentale per 

numerose funzioni fisiologiche. La chinasi C viene normalmente attivata da un 

modulatore esterno alla cellula (ormoni, neurotrasmettitori, etc.), attraverso una 

catena enzimatica e in modo dipendente dal calcio. La proteina attivata, fra l'altro, 

influenza direttamente l'espressione di geni IERG (Immediate Early Response 

Genes: geni a risposta immediata). Il piombo presenta un'elevata affinità per i siti di 

legame specifici del calcio su questa proteina; dosi picomolari sono in grado di 

prendere il posto di dosi micromolari di calcio. In sistemi cellulari modello, è stato 

mostrato come il piombo sia in grado di stimolare l'espressione genica con un 
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meccanismo mediato dalla proteina chinasi C e si presume che tale effetto possa 

avere relazione con alterazioni del funzionamento sinaptico. 

Il piombo supera agevolmente la barriera emato-encefalica con una velocità 

tale da potersi considerare un potente neurotossico a livello centrale. In questo caso il 

meccanismo di penetrazione non è completamente chiarito, ma l'ipotesi più probabile 

è che esso sia trasportato passivamente come ione PbOH
+
. Nel cervello sembra che il 

piombo si accumuli negli astrociti, che lo sequestrano, proteggendo in questo modo i 

più vulnerabili neuroni. Evidentemente questo accumulo origina spesso un danno 

cellulare. In queste cellule, come presumibilmente nei neuroni, l'ingresso del piombo 

è mediato attraverso i canali del calcio. Gli effetti del piombo sul cervello, con il 

conseguente ritardo mentale e deficit cognitivo, sono mediati da una sua interferenza 

con i tre principali sistemi di neurotrasmissione: il sistema dopaminergico, quello 

colinergico e, soprattutto, quello glutammatergico. L'effetto del piombo sui primi di 

questi due sistemi (dopaminergico e colinergico) sono accertati, ma scarsamente 

descritti dal punto di vista dei meccanismi. 

E' noto invece come il piombo interferisca direttamente con l'azione del 

glutammato, il fondamentale neurotrasmettitore del cervello. Il glutammato esplica la 

sua azione di stimolazione eccitatoria dei neuroni legandosi a recettori di membrana 

che appartengono a diverse famiglie. Dosi micromolari di piombo sono in grado di 

bloccare il flusso di ioni attraverso il canale di membrana associato a una classe 

specifica di recettori del glutammato (denominati tipo NMDA). I recettori NMDA, 

appunto attraverso il funzionamento del canale ionico, svolgono un ruolo 

fondamentale nella trasmissione sinaptica eccitatoria e, per certe loro caratteristiche 

peculiari, appaiono coinvolti nei processi di formazione delle reti neuronali e quindi 

nelle funzioni della memoria e dell'apprendimento. Sono proprio questi recettori che 

appaiono come uno dei bersagli critici del piombo nei neuroni del sistema nervoso 

centrale. Come ciò sia in grado di alterare lo sviluppo cognitivo è tuttora ignoto. 

 

2.2.2 Impatto ambientale 

Nell’ambiente le concentrazioni di Pb più elevate si rilevano nei sedimenti (47 

mg/Kg), nelle acque interstiziali (36 mg/Kg) e nel suolo (16 mg/Kg), mentre sono 

più basse le concentrazioni del metallo riscontrate nell’atmosfera e nelle acque 
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libere, pertanto i sedimenti rappresentano i più importanti depositi ambientali di Pb 

(Eisler, 1988).  

Nelle acque, il metallo può pervenire a seguito del dilavamento dei suoli o delle 

piante, tuttavia quando la corrente dell’acqua è lenta, i valori di Pb incrementano in 

misura notevole, mentre in caso di flusso elevato la concentrazione del metallo 

aumenta nel particolato o in forma libera (Boggess, 1977; May e McKinney, 1981; 

White e Driscoll, 1985). 

Il rilascio del Pb dai sedimenti è favorito dall’acidità delle acque e dalla loro 

composizione ionica, mentre una temperatura elevata, un basso pH e la presenza di 

attività microbiche agevolano l’organicazione del metallo che si rende responsabile 

di un’alchilazione che interessa non più del 10% del Pb presente; tale fenomeno non 

sembra essere correlato alla concentrazione del metallo (Chau et al., 1980; May e 

McKinney, 1981; Demayo et al., 1982). 
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3. LE METALLOTIONEINE (MT) 

 

Le metallotioneine (MT) sono state per la prima volta identificate nel 1957 da 

ricercatori interessati allo studio dei costituenti cellulari responsabili dell'accumulo di 

cadmio nelle cellule renali equine (Margoshes e Vallee, 1957).  

Il termine “metallotioneina” fu inizialmente coniato per designare la proteina, 

isolata dalla corteccia renale equina (Kägi e Vallee, 1960), ricca di zolfo, e legante 

cadmio e zinco. Dopo il 1° Congresso Internazionale sulle MT, tenutosi nel 1978, il 

termine MT è stato utilizzato per individuare tutte le proteine di basso peso 

molecolare con requisiti simili alla metallotioneina equina.  

 Tali requisiti sono:  

 basso peso molecolare (6-8 kDa);  

 elevato contenuto di metalli pesanti; 

 caratteristica composizione amminoacidica (elevato contenuto di cisteina  e 

      assenza  o  basso contenuto di  amminoacidi aromatici); 

 struttura primaria con una caratteristica distribuzione delle cisteine (es. 

Cys-X-Cys); 

 caratteristiche spettroscopiche tipiche dei clusters metallotiolici.  

Successivamente, nel 1985, le MT sono state convenzionalmente suddivise in 3 

classi sulla base della MT di mammifero: la classe I comprende tutte le MT con 

struttura primaria correlabile a quella delle MT dei mammiferi; la classe II, le MT la 

cui sequenza non presenta omologia con le MT dei mammiferi; la classe III, 

fitochelatine e metallo peptidi atipici, rinvenuti sempre nelle piante, costituiti da 

unità gamma-glutamil-cisteiniche aventi alcune proprietà in comune con le MT e, 

pertanto, non rappresentano diretti prodotti genici (Fowler et al., 1987; Kägi, 1993). 

 Con il progredire delle conoscenze sulle MT, tale classificazione è risultata 

però ancora inadeguata e nel corso del 4° Meeting Internazionale sulle MT (Kansas 

City, USA, 1997), è stato proposto un nuovo sistema di classificazione basato sia 

sulla similarità di sequenza sia sulle relazioni filogenetiche. Questo sistema considera 

le MT come una superfamiglia suddivisa in famiglie (es. MT dei vertebrati) e 

sottofamiglie (es. MT dei teleostei).  
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 Le MT sono state rinvenute in alcuni procarioti, negli eucarioti unicellulari, in 

molti vegetali e sono, quasi sicuramente, presenti in tutti i phyla del regno animale 

(Kojima e Hunziker, 1991).  

Le MT sono prevalentemente proteine citoplasmatiche (Cherian, 1994), ma 

possono trovarsi anche in altri compartimenti cellulari: esse sono state rinvenute 

nella frazione lisosomiale e nei nuclei di cellule in attiva proliferazione (Cherian, 

1994; Ogra e Suzuki, 2000).   

 

3.1 Le metallotioneine dei vertebrati  

In tutti i vertebrati, il gene che codifica per le MT presenta una struttura 

tripartita costituita da 3 esoni intervallati da due introni nelle posizioni 

amminoacidiche 9-31 o 9-32  (Samson e Gedamu, 1998).  

La composizione amminoacidica delle MT è caratterizzata dalla preponderanza 

di residui cisteinici, che rappresentano circa un terzo del numero totale degli 

amminoacidi.  La maggior parte delle MT contiene anche quantità apprezzabili di 

amminoacidi basici, quali lisina e, occasionalmente, arginina. La rimanente frazione 

amminoacidica è variabile e non comprende di norma amminoacidi aromatici ed 

istidina (Kagi e Kojima, 1987).   

La struttura primaria, determinata mediante le procedure convenzionali di 

sequenziamento delle proteine, oppure ricavata dalla sequenza del cDNA, o del DNA 

del genoma, è nota per numerose MT dei vertebrati. A causa dell'abbondanza di 

residui cisteinici, le analisi convenzionali delle sequenze amminoacidiche vanno 

incontro all’insorgenza di numerose difficoltà (Hunziker, 1991). Tutte le MT dei 

vertebrati finora caratterizzate risultano costituite da una singola catena polipeptidica 

che contiene 60-68 amminoacidi. Le MT di ciascuna classe di vertebrati presentano 

una sequenza N-terminale propria della classe di appartenenza: le MT di osteitti, 

uccelli e mammiferi presentano, infatti, rispettivamente, 3, 5 e 4 residui 

amminoacidici localizzati a monte del primo residuo cisteinico (Kille et al., 1994). 

Tale regione rappresenta il principale epitopo antigenico della molecola di MT, per 

cui anticorpi diretti contro la MT umana danno una reazione crociata contro le altre 

MT di mammifero, ma non reagiscono contro le MT di uccelli (Kille et al., 1994).  
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Tutte le MT dei vertebrati sinora studiate contengono 20 residui cisteinici, dei 

quali 19 sono completamente conservati. La maggior parte di essi appare organizzata 

in motivi Cys-Cys, Cys-X-Cys e Cys-X-Y-Cys, dove X e Y sono residui 

amminoacidici diversi dalla cisteina. Nelle MT di mammifero, che sono quelle più 

numerose nelle banche dati, oltre 30 residui sono invarianti e le posizioni dei residui 

basici sono completamente conservate; le sostituzioni amminoacidiche interessano 

soprattutto la porzione amminoterminale della proteina.   

La predisposizione delle MT a formare complessi con gli ioni dei metalli 

pesanti si basa proprio sull’abbondanza dei residui di cisteina e sulla loro 

disposizione in sequenze caratteristiche.   

Le MT di mammifero manifestano una spiccata tendenza a legare lo zinco ma, 

in relazione al tessuto di origine, all’età e allo stato di sviluppo, possono legare anche 

altri metalli (Coyle et al., 2002). Ad esempio, la MT isolata dal rene è capace di 

legare maggiormente cadmio e rame rispetto alla MT del fegato dello stesso 

organismo (Suzuki e Yamamura, 1979). La quantità di metallo legata da una mole di 

proteina rappresenta un valore costante ed ammonta a 7 equivalenti di zinco o 

cadmio (Vasak et al., 1987).  

Il legame con il metallo conferisce una ben precisa struttura tridimensionale 

alla proteina, come dimostrato dalle indagini spettroscopiche, dagli studi 

cristallografici (Scudiero et al., 2005; Chan et al., 2005) e dalla NMR bidimensionale 

(Vasak, 1998). La formazione di legami metallotiolici tra i residui di cisteina e gli 

atomi di metallo determina il folding della catena polipeptidica che non presenta 

regioni ad α elica o β laminare (Fig. 1).  

Dagli studi strutturali è stato dedotto che i venti residui cisteinici presenti nella 

catena amminoacidica formano ponti con gli ioni di metalli adiacenti costituendo due 

distinti cluster, N-terminale e C-terminale: il cluster N-terminale, denominato β, con 

3 equivalenti di metallo legati a 9 cisteine forma una struttura tipo cicloesano in cui 

tre cisteine risultano bicoordinate e sei monocoordinate, mentre il cluster C-

terminale, denominato α, con 4 equivalenti di metallo legati a 11 cisteine, forma una 

struttura tipo biciclononano con cinque cisteine bicoordinate e sei monocoordinate. 

 La formazione dei complessi metallotiolici è un processo ordinato che inizia  

nel cluster C-terminale e, solo dopo la saturazione dei siti disponibili in tale cluster, i  
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1b 

1a 

1b 

Fig. 1 a, b - a. Rappresentazione schematica della struttura terziaria della 

metallotioneina di mammifero. Il dominio N-terminale (dominio β) è formato 

da 9 cisteine che legano 3 ioni Zn
2+

/Cd
2+

, mentre il dominio C-terminale 

(dominio α) lega 4 ioni Zn
2+

/Cd
2+

. b. Struttura tridimensionale della 

metallotioneina di mammifero. Le sfere rappresentano gli atomi di metallo: in 

grigio gli atomi di cadmio, in arancio quelli di zinco. 
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metalli complessano anche i residui cisteinici del cluster N-terminale. Il legame del 

metallo in ciascun cluster è cooperativo così come lo è il suo rilascio: in presenza di 

EDTA, il cluster N-terminalcede il metallo prima e più rapidamente di quello C-

terminale (Winge e Nielsen, 1984; Capasso  et al., 2005).  

 

3.2 Le metallotioneine dei crostacei  

Per convenzione la terminologia e gli standard relativi alle MT dei mammiferi 

sono state estesi anche alla descrizione delle sequenze amminoacidiche e alle 

caratteristiche dei cluster metallici delle nuove forme di MT descritte per altri 

organismi, quali ad esempio la MT CUP1 di Saccharomyces cerevisiae. In tale 

organismo la sintesi della proteina viene indotta dal rame e la MT purificata contiene 

esclusivamente ioni rame (Winge et al., 1985). La distribuzione dei residui di cisteina 

nella MT CUP1 si allinea molto bene con il dominio β della MT di mammifero e ciò 

ha indotto a ritenere che le proteine presentanti una struttura primaria simile al 

dominio β della MT di mammifero debbano esibire una capacità di legame 

preferenziale per il rame piuttosto che per lo zinco. L’analisi della struttura delle MT 

dei crostacei ha rivelato che esse risultano dall’associazione di due domini β e 

pertanto devono essere considerate come putative rame-tioneine (Nemer et al., 1985). 

Questa affermazione è stata convalidata dagli studi condotti mediante NMR che 

hanno rilevato la presenza di tre ioni divalenti all’interno di ciascun dominio della 

MT di crostaceo che risulta, pertanto, comparabile con il dominio β della MT di 

mammifero (Zhu et al., 1994; Narula et al., 1995).   

 L’analisi della letteratura relativa alle MT espresse naturalmente o in seguito a 

esposizione ai metalli nei crostacei, che le metterebbe in correlazione con le rame-

tioneine, sembrerebbe invece necessitare di ulteriori considerazioni. I trattamenti 

basati sulla somministrazione di cadmio o rame, hanno infatti portato 

all’identificazione nei crostacei di un’elevata varietà di MT, mettendo in discussione 

la visione unitaria delle MT dei crostacei. Inoltre nelle diverse specie analizzate il 

numero di geni per le MT è risultato essere variabile; in Cancer pagurus (Overnell e 

Trewhella, 1979; Overnell, 1982), Carcinus maenas (Pedersen et al., 1994, 1998), 

Homarus americanus (Brouwer et al., 1989; Chou et al., 1991) e Callinectes sapidus 
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(Brouwer et al., 1992b, 1995), il loro numero varia da uno a tre e le MT presentano 

significative differenze di affinità per i metalli. Una successiva indagine di Syring et 

al. (2000) condotta su C. sapidus ha confermato tale aspetto grazie all’identificazione 

di una MT rame-specifica e di due forme di MT indotte dal cadmio peraltro già 

evidenziate da Dallinger et al. (1997).  

 La caratterizzazione delle MT indotte nei crostacei da elevate concentrazioni di 

rame e cadmio ha messo in evidenza l’esistenza di un’ampia gamma di complessi 

aventi differente stechiometria.  

 Nelle specie che esprimono una sola MT il cadmio rappresenta un induttore più 

efficace rispetto al rame e in esse è stata generalmente identificata la presenza di 

aggregati Cd-MT omometallici; se sono presenti anche ioni rame si possono formare 

aggregati misti rame-cadmio (Overnell e Trewhella, 1979; Overnell, 1982; Brouwer 

et al., 1989; Chou et al., 1991; Pedersen et al., 1994, 1998). In C. sapidus, invece, 

dove è stata riscontrata una molteplicità dei geni per le MT (Brouwer et al., 1992, 

1995), il cadmio e il rame inducono l’espressione di differenti isoforme producendo, 

ciascuno di essi, corrispondenti aggregati omometallici.  

 Una successiva ricerca condotta sul comportamento in vivo della MT di H. 

americanus (Valls et al., 2001), analizzando indipendentemente la capacità di legame 

dei suoi domini e tre forme mutanti, ha consentito una valutazione più realistica del 

suo ruolo fisiologico ed ha portato alla conclusione che essa può essere certamente 

considerata come una zinco-tioneina. Secondo tali autori per verificare se, 

utilizzando l’approccio della similarità di sequenza, oltre le MT degli artropodi, 

anche quelle degli altri animali rappresentino zinco-tioneine o rame-tioneine, sarebbe 

necessario prenderne in considerazione un numero più consistente.  

I saggi basati sull’espressione ricombinante hanno consentito a questo gruppo 

di ricerca di stabilire le preferenze di chelazione in vivo di diverse MT ed hanno 

fornito le basi per estendere l’analisi funzionale ed evolutiva di questa complessa 

superfamiglia di proteine (Capdevila et al., 1997; Cols et al., 1997, 1999; Romero-

Isart et al., 1999; Valls et al., 2000; Bofill et al., 2001).  

 La maggior parte delle informazioni relative alle MT dei crostacei riguardano 

essenzialmente i decapodi mentre del tutto ignorate sono, sotto tale aspetto, le altre 

classi ed ordini di tale subphylum. 
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Gli unici dati relativi agli isopodi oniscidei sono quelli forniti da una ricerca 

preliminare di Knigge et al. (2002) condotta su Oniscus asellus rivolta a isolare e 

caratterizzare una proteina di legame per il cadmio mediante impiego di 

FPLC/reversed phase HPLC and MALDI-TOF e un approccio genetico basato 

sull’impiego di primers degenerati dedotti dall’mRNA di MT di crostaceo e 

sequenziamento amminoacidico mediante RT-PCR al fine di identificare il gene per 

la MT. I risultati di tale ricerca indicherebbero, secondo gli autori, la presenza in 

Oniscus di proteine leganti il metallo o di proteine indotte dal metallo.  

  

3.3 Le funzioni delle metallotioneine  

Le MT rappresentano un gruppo molto antico di proteine e possiedono infatti, 

una struttura conservata quasi immutata nel corso dell'evoluzione; pertanto tali 

proteine sono state ritenute, sin dalla loro scoperta, coinvolte in fondamentali 

processi fisiologici della cellula.  

Il ruolo fisiologico più significativo che è stato, sin dall’inizio, loro attribuito, è 

quello dell’omeostasi dello zinco e del rame associato allo svolgimento di un’azione 

detossificante nei confronti dei metalli pesanti.  

Le MT fungono da deposito e da trasportatori intracellulari di Zn e sono in 

grado di rilasciare e ridistribuire lo Zn nella cellula per le esigenze metaboliche o in 

caso di sua necessità (Coyle et al., 2002). E’ stato inoltre messo in evidenza il ruolo 

che le MT hanno nella modulazione del ciclo di ossido-riduzione del rame: in 

condizioni riducenti (Cu/ascorbato) esse legano efficacemente il Cu, mentre possono 

rilasciarlo in condizioni ossidanti (Cu/ascorbato + H2O2) (Fabisiak et al., 1999).   

Il ruolo delle MT non è solo quello di sequestrare Zn, mantenendo bassa la sua 

concentrazione nella cellula, ma possono comportarsi anche da donatori di tale 

metallo quando la cellula ne necessita, ad esempio durante la proliferazione cellulare 

(Vallee e Maret, 1993).  

I metalli legati alle MT possono andare in contro ad un destino diverso in 

funzione delle esigenze fisiologiche della cellula e delle richieste di metallo da parte 

dell’organismo. Se, ad esempio, la quantità di Zn legata alle MT è elevata, esso può 

essere escreto ed eliminato nell’ambiente; se invece la riserva di Zn è ridotta, il 
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metallo resta legato alle MT (Vallee e Maret, 1993). Sembra, inoltre, che le MT 

possano ricoprire un ruolo regolativo sulla funzione biologica dello Zn, a differenza 

di quanto noto per altre zinco-proteine la cui funzione risulta, invece, essere regolata 

dallo Zn stesso. Anche se il legame delle MT con lo Zn è molto forte, la proteina 

appare in grado di cedere almeno uno dei suoi atomi di metallo ad apoenzimi (Vallee 

e Maret, 1993).  

In un primo momento i meccanismi di trasferimento dei metalli dalle MT ai  

metalloenzimi erano stati ipotizzati essere di tipo diretto (Udom e Brady, 1980), ma 

successive ricerche hanno dimostrato, invece, che la distribuzione cellulare dei  

metalli avviene mediante percorsi più complessi: i clusters metallotiolici delle MT 

possono, infatti, interagire con specifici ligandi cellulari tra i quali, primariamente, il 

glutatione che risulta capace di mobilitare i metalli in relazione al suo stato di ossido-

riduzione. 

In presenza di metalli tossici, quali il cadmio, le MT svolgono il ruolo 

fondamentale di agenti detossificanti, come chiaramente emerso dalla ricerca di 

Klaassen e Liu (1998) che ha dimostrato che topi transgenici che non esprimono le 

MT si sviluppano in maniera del tutto normale, ma mostrano un’aumentata 

sensibilità agli effetti tossici del cadmio. Inoltre è stato osservato che cellule in 

coltura in cui i geni codificanti le MT sono amplificati risultano più resistenti al Cd 

rispetto alle colture di controllo (McAleer e Tuan, 2001). La correlazione tra la 

resistenza al cadmio e i livelli cellulari di MT è supportata da altre evidenze 

sperimentali. Topi neonati, il cui fegato esprime costitutivamente livelli cellulari 

elevati di MT, sono particolarmente resistenti agli effetti tossici del Cd (Klaassen e 

Wong, 1982).   

 Nelle cellule le MT svolgono anche altre funzioni. Studi recenti suggeriscono 

che le MT giocano un ruolo di difesa dagli effetti nocivi degli agenti ossidanti:  

cellule in coltura, provenienti da topi che non esprimono le MT, sono più sensibili 

allo stress ossidativo rispetto alle cellule prelevate da animali non transgenici (Lazo 

et al., 1995). Anche in questo caso, il pretrattamento in vivo con agenti capaci di 

indurre la sintesi di MT determina un aumento della resistenza delle cellule ad agenti 

chimici che generano stress ossidativo (Sato et al., 1995). E’ stato dimostrato che 

l’espressione della MT eterologa di scimmia in ceppi di lievito che difettano della 
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superossido dismutasi (SOD) protegge le cellule dagli effetti nocivi dei radicali liberi 

(Tamai et al., 1993) e, in vitro, la Cd, Zn-MT di coniglio protegge le macromolecole 

dai danni causati dai radicali idrossilici (Thornalley e Vasak, 1985). E’ stato proposto 

che i residui di cisteina delle MT possano comportarsi da riducenti rilasciando 

metallo in situazioni di stress ossidativo (Maret e Vallee, 1998).   
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4. LE HSP70 (HEAT SHOCK PROTEINS) 

 

 Le Hsp sono una famiglia di proteine altamente conservata a livello cellulare, 

con distribuzione cellulare ubiquitaria (Feder e Hofmann, 1999; Morimoto et al., 

1990; Welch, 1993), localizzate maggiormente nel citosol, ma presenti anche nei 

mitocondri e nel reticolo endoplasmatico, inoltre presentano una regolazione sia 

costitutiva che inducibile.  

 Queste proteine sono state descritte per la prima volta nelle cellule salivari di 

Drosophila busckii e Drosophila melanogaster (Ritossa, 1962), sottoposte ad elevate 

temperature, e da qui il nome di “heat shock proteins”. 

 Da allora, è stato dimostrato che diversi tipi di stress ambientale possono 

indurre l’espressione delle Hsp e, pertanto, successivamente, per descrivere tali 

proteine, è stato utilizzato il termine di “stress protein” ad indicare il loro 

coinvolgimento in qualsiasi tipologia di stress. In particolare è possibile utilizzare 

anche il termine “Hsp cognates” (Hsc), per indicare quelle proteine, appartenenti alla 

stessa famiglia delle Hsp, indotte da altri fattori diversi dal calore (Prasad, 1995). 

 I più comuni fattori ambientali coinvolti nell’induzione di tali proteine (Lewis 

et al., 1999) sono: 

 esposizione di metalli in traccia; 

 inquinanti organici; 

 cambiamenti di temperatura; 

 ipossia o anossia; 

 esposizione a radiazioni ultraviolette; 

tutti elementi determinanti la denaturazione, il non corretto ripiegamento e 

l’aggregazione delle proteine; l’espressione delle Hsp è quindi essenziale per il 

mantenimento della normale struttura e funzione delle proteine cellulari. 

 Non tutti i fattori di stress però, inducono una risposta delle Hsp, Washburn et 

al. (2002), in uno studio condotto sulla trota iridea, Oncorhynchus mykiss, hanno 

dimostrato che il trasporto, la manipolazione e l'anestesia non aumentano i livelli di 

Hsp70 nel muscolo, nelle branchie e nel tessuto cardiaco.  

 La scoperta delle Hsp, ha suscitato l’interesse di numerosi studiosi le cui 

ricerche, nel corso degli anni, hanno messo in evidenza l'espressione di tali proteine 
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anche nel tessuto nervoso, nei tubuli del Malpighi e nelle ali della mosca (Tissieres et 

al., 1974), nei fibroblasti dell’embrione di pollo (Kelly e Schlesinger, 1978), in 

Escherichia coli (Lemeux et al., 1978; Yamamori et  al., 1978), nei lieviti (McAlister 

e Finkelstein, 1980) e nelle piante (Barnett et al., 1980). 

 Tali proteine sono presenti in tutti i gruppi di organismi viventi, dai procarioti 

agli eucarioti, e molte di esse sono costitutivamente espresse (Kiang e Tsokos, 1998); 

infatti, molte di queste proteine appartengono al gruppo delle chaperonine molecolari 

e svolgono il compito di garantire il corretto ripiegamento delle proteine e di 

facilitarne il trasporto all’interno dei compartimenti cellulari (Feder and Hofmann, 

1999); hanno, inoltre, un ruolo fondamentale nell’interazione tra gli ormoni steroidei 

e i loro recettori (Welch, 1993) ed inducono termo-tolleranza nei confronti di forti 

stress termici (Mosser e Bools, 1998).  

 Il grado d’espressione delle Hsp dipende da diversi fattori quali: la natura 

dell’agente stressante, il tipo di tessuto (Smith et al., 1999, Räbergh et al., 2000), la 

famiglia delle Hsp considerate (Smith et al., 1999), l’entità e la durata 

dell’esposizione al fattore di stress (Airaksinen et al., 2003), il periodo stagionale, 

(Fader et al., 1994), la specie in esame (Basu et al., 2001), il sesso (Afonso et al., 

2003), e lo stadio di sviluppo (Lele et al., 1997; Rendell et al., 2006).     

 L’over-espressione delle Hsp è spesso sufficiente a proteggere l’organismo da 

fattori di stress letali. In ambienti naturali, dove coesistono diversi e numerosi fattori 

di stress, il maggior grado di espressione delle Hsp determina tolleranza allo stress, 

poiché le Hsp sono in grado di aumentare transitoriamente la resistenza 

dell’organismo ad una successiva esposizione (Basu et al., 2002). Brown et al. 

(1992), hanno confermato che l’esposizione dell’epitelio renale di Pleuronectes 

americanus ad uno stress termico, quale il calore, protegge le cellule da una 

successiva esposizione a temperature estreme o a stress di tipo chimico. 

 Studi condotti sulla trota iridea, hanno consentito a Bradley et al. (1985) di 

dimostrare che la pre-esposizione ad una concentrazione sub-letale di zinco aumenta 

la tolleranza al metallo di quasi tre volte, grazie ad una maggiore espressione delle 

Hsp che, tuttavia, possono svolgere un effetto tossico se presenti a concentrazioni 

troppo elevate. 
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 Dall’mRNA delle Hsp70 è stato possibile risalire ai geni ed alle sequenze 

nucleotidiche codificanti tali proteine; si è scoperto che queste hanno una 

composizione amminoacidica che per larga parte è costante e uguale nei diversi 

organismi esaminati: ad esempio l’Hsp70 di E. coli possiede fino al 57% di 

amminoacidi in comune con l’Hsp70 umana (Gupta e Golding, 1993). 

 Le varie Hsp differiscono tra loro per struttura, per organismo ospite e per 

localizzazione cellulare. In condizioni di stress, le Hsp sono over-espresse o ne 

vengono indotte nuove isoforme (Lewis et al., 1999).  

 Esse vengono classificate sulla base del loro peso molecolare (kDa), 

determinato mediante elettroforesi, e raggruppate in tre famiglie principali: 

 1) Hsp70, di peso compreso tra 68-73 kDa: assistono la sintesi della catena 

polipeptidica e garantiscono il corretto ripiegamento della struttura proteica, 

agiscono come chaperon molecolari e mediano alla riparazione o alla degradazione 

di proteine alterate o denaturate. I metalli pesanti sono noti per essere tra i più forti 

induttori dell’espressione delle Hsp70 e tali proteine sono, pertanto, da considerarsi 

effettori di metallo-tolleranza (Bierkens et al., 1998). 

 2) Hsp90, di peso compreso tra 85-90 kDa: svolgono un ruolo di sostegno tra 

alcuni componenti del citoscheletro e gli enzimi ed i recettori per gli ormoni 

steroidei. 

 3) Hsp a basso peso molecolare (sHsp), di peso compreso tra 16-47 kDa: hanno 

diverse funzioni che sono specie-specifiche e si pensa che agiscano da chaperon 

molecolari ed impediscano l’aggregazione proteica irreversibile. 

 Quest’ultime, diversamente dalle altre, sembrano non avere una funzione 

costitutiva, poiché sono indotte solo dopo un evento stressante (Ciocca et al., 1993). 

 Sebbene queste proteine abbiano un’emivita relativamente molto breve (6-9 h 

in Drosophila), il loro livello rimane elevato nell’organismo anche molto tempo 

dopo l’allontanamento del fattore che ha indotto la loro sintesi. E’ per questo motivo 

che si è ipotizzato un ruolo importante delle Hsp nell’adattamento a lungo termine 

degli animali all’ambiente (Parsell e Lindquist, 1993; Morimoto e Santoro, 1998). 

 La famiglia delle Hsp70 è quella maggiormente conservata ed, infatti, è stata 

identificata negli archeobatteri, in molte specie di alghe, in molti invertebrati marini 

e in tutte le classi dei cordati (Hightower et al., 1985; Hightower, 1993). 
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 Le Hsp70 sono costituite da due principali domini funzionali, il primo presente 

nella porzione N-terminale della proteina, di circa 40 kDa e con funzione ATPasica, 

il secondo presente nella porzione C-terminale, di circa 25 kDa e con ruolo di 

peptide-binding (Fig. 2). I due domini sono separati da una regione cardine 

suscettibile al taglio delle proteasi. 

 Poiché le Hsp70, come precedentemente detto, sono localizzate nel citosol, nel 

reticolo endoplasmatico e nei mitocondri, nei precursori delle proteine destinati ad 

essere trasportati all’interno di tali organelli, è presente, all’estremità N-terminale, un 

peptide di transito con una sequenza variabile. 

 Per molte Hsp70, la presenza di un subdominio all’estremità C-terminale di 

circa 5 kDa, è indispensabile per consentire l’interazione con i propri co-chaperoni. 

 Il sito che lega l’ATP, presente nel dominio N-terminale, è situato alla base di 

una sacca profonda posizionata tra i due lobi strutturali, e il nucleotide che lega il 

core del dominio dell’ATPasi ha una struttura terziaria simile a quella dell’esochinasi 

(Flaherty et al. 1990), per cui il meccanismo di fosfotransferasi e il cambiamento 

conformazionale indotto dal substrato delle due proteine potrebbe essere simile.  

 Il dominio che lega il peptide contiene un subdominio β-sandwich dove risiede 

la sacca che lega il peptide, e i residui che rivestono la sacca, interagiscono con il 

tratto idrofobico esposto delle catene polipeptidiche unfolded.  

 

4.1 Regolazione ed espressione delle Hsp 

 Si ritiene che l’espressione delle Hsp avvenga in conseguenza del legame di un 

fattore per la trascrizione dell’Hsp attivato (HSF), con particolari regioni promoter 

chiamate HSE (heat shock element) situate vicino ai geni codificanti per l’Hsp.  

 La maggior parte di questi geni non contiene introni, per cui l’mRNA può 

essere immediatamente tradotto in proteine entro pochi minuti dall’esposizione al 

fattore di stress.  

 In natura esistono diversi HSF, ma solo un tipo, l’HSF1, regola i geni per l’Hsp 

(Baler et al., 1993). L’HSF1 è un monomero o un eterodimero complessato con 

l’Hsp70 nel citosol delle cellule non stressate (Baler et al., 1992; Rabindran et al., 

1994).  
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Fig. 2 - Struttura tridimensionale del dominio di legame con i nucleotidi 

della Hsp70 (Heat shock protein) di Bos taurus, risolta mediante 

cristallografia a raggi X. I foglietti β sono rappresentati come frecce la cui 

punta corrisponde all’estremità C-terminale e la cui coda corrisponde  all’N-

terminale. Le α-eliche sono rappresentate come spirali. (Flaherty et al., 

1990). 
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 Il fattore di stress (stressoren) provoca la trasformazione dell’HSF1 dalla sua 

forma inattiva alla forma attiva, con conseguente sintesi della proteina Hsp70; 

tuttavia non è ancora stato del tutto chiarito, il meccanismo attraverso il quale lo 

stress “attivi” l’HSF1 né come la cellula possa percepire il segnale di stress, 

Morimoto et al. (1996) hanno proposto il modello della proteotossicità, basato 

sull'evidenza sperimentale che proteine estranee o denaturate risultano essere potenti 

induttori di sintesi delle Hsp. Secondo questo modello un agente stressante 

provocherebbe la denaturazione di determinate proteine cellulari e le Hsp70 

interverrebbero nei meccanismi preposti alla loro riparazione. La conseguenza 

sarebbe una diminuzione della disponibilità citosolica delle Hsp70 tale da indurre il 

rilascio delle Hsp70 complessate con l'HSF1. Una volta libero l'HSF1 si trasferirebbe 

nel nucleo dove muterebbe dallo stato monomerico allo stato trimerico a sua volta in 

grado di legarsi alle zone promoter del gene per l’Hsp. Qui rimarrebbe legato ma in 

forma inattiva: solo la fosforilazione indotta dallo stress attiverebbe il fattore HSF1 e 

quindi la sintesi di Hsp70. Questo processo sarebbe in grado di autoregolarsi, in 

quanto un'elevata disponibilità di Hsp70 favorirebbe un loro legame con l'HSF1 e un 

successivo distacco di quest'ultimo dalla zona promoter, interrompendo quindi la 

sintesi di Hsp. 

 Sono state formulate diverse ipotesi inerenti i meccanismi di trasduzione del 

segnale indotto dallo stress ed in grado di regolare la sintesi delle Hsp. Voellmy 

(1996), ipotizzò un ruolo importante della variazione nei potenziali redox della 

cellula, quale elemento di regolazione nella produzione di Hsp. Calderwood et al. 

(1993), indicarono l’aumento della concentrazione di calcio intracellulare e la 

stimolazione di alcuni enzimi (fosfolipasi C e A2) come secondi messaggeri 

importanti nella trasduzione del segnale. Bensaude (1996) ipotizzò che cambiamenti 

fisici della membrana plasmatica (elasticità e fluidità) potessero essere coinvolti nella 

sintesi di Hsp. Nonostante vi siano numerose ipotesi, il meccanismo attraverso il 

quale la cellula "riconosce" lo stato di stress e traduce tale segnale in reazioni che 

portano alla sintesi proteica, non è ancora del tutto chiaro. 
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5. BIOMONITORAGGIO AMBIENTALE 

 

La presenza nell’ambiente di agenti inquinanti e del loro potenziale rischio di 

contaminazione può essere valutata applicando due diversi metodi: 

a) monitoraggio chimico-fisico (analitico-strumentale); 

b) biomonitoraggio. 

Il monitoraggio chimico-fisico fornisce dati di tipo quantitativo e relativi 

all’istante del campionamento; viene espresso quindi in termini di concentrazioni 

relative ad ogni singolo inquinante. Il monitoraggio dell’inquinamento atmosferico 

viene, ad esempio, effettuato essenzialmente tramite centraline automatiche di 

rilevamento. Queste apparecchiature misurano direttamente le concentrazioni di 

determinati inquinanti in campioni d’aria prelevati dall’atmosfera. Questo tipo di 

monitoraggio, oltre a presentare il limite di elevati costi di acquisto e di 

manutenzione, generalmente esegue il rilevamento solo di pochi parametri (CO, 

NOx, SO2, etc.). Di conseguenza, risulta impossibile effettuare il controllo su vaste 

aree, basato su un’alta densità di punti di campionamento, mentre scarseggiano o 

mancano del tutto dati su molti contaminanti, come ad esempio metalli pesanti ed 

idrocarburi policiclici aromatici, che possono essere nocivi anche a basse 

concentrazioni.  

 Il biomonitoraggio, invece, è uno strumento innovativo che consente di trarre 

informazioni sullo stato dell’ambiente attraverso lo studio di organismi viventi. 

Questo metodo si basa sul principio che gli organismi assimilando sostanze presenti 

nell’ambiente, tossiche e non, vengono interessati da alterazioni metaboliche e 

morfologiche che riflettono la condizione ambientale, ed eventualmente il grado di 

inquinamento.  

Tali variazioni ecologiche indotte dall'inquinamento sull'ambiente si 

manifestano, in modo più o meno evidente, a tre livelli diversi:  

1)  accumulo delle sostanze inquinanti negli organismi;  

2)  modificazioni morfologiche o strutturali degli organismi;  

3)  modificazioni nella composizione delle comunità animali e vegetali.  



V. Mazzei    5. Biomonitoraggio ambientale 

 

 

 
35 

 L’assorbimento di una sostanza tossica o costitutiva (O2, H2, micronutrienti 

essenziali) da parte degli organismi viventi consente di indicarne la presenza 

nell’ambiente e, in prima approssimazione, anche la concentrazione della stessa. 

 In genere ogni organismo vivente risponde in maniera diversa ai fattori sia 

naturali che antropici presenti nell’ambiente in cui essi vivono ed un’analisi 

morfologica e/o molecolare di questi organismi può evidenziare l’effettiva 

condizione dell’individuo o di un ecosistema. 

Il biomonitoraggio, rispetto alle tecniche tradizionali realizzate con centraline 

mobili o fisse, presenta diversi vantaggi: 

 costi di gestione limitati (materiale e allestimento);  

 possibilità di monitorare, con facilità, vaste zone e territori diversificati,  

consentendo una adeguata mappatura del territorio;  

 elevata sensibilità di alcune specie di organismi viventi;  

 stima degli effetti combinati di più inquinanti sugli organismi viventi. 

 Il biomonitoraggio fu utilizzato per la prima volta in Scandinavia alla fine degli 

anni '60, quando furono utilizzati dei muschi per valutare l'inquinamento da metalli 

pesanti. 

 Successivamente l'uso di organismi per il monitoraggio ambientale si è 

notevolmente diffuso (Fernandez et al., 2002; Ruhling e Tyler, 2004) a contribuire 

all’utilizzo di questa metodica, per la valutazione della contaminazione ambientale, è 

stato certamente il notevole aumento dell’inquinamento registrato negli ultimi 

decenni. 

 

5.1 Bioindicatori e bioaccumulatori 

 Gli organismi viventi possono essere impiegati per il monitoraggio ambientale 

sia  come bioindicatori sia come bioaccumulatori.  

 Un “bioindicatore” è un organismo che subisce variazioni evidenti nella 

fisiologia, nella morfologia o nella distribuzione spaziale in risposta al grado di 

inquinamento a cui esso è esposto.  

 Le principali caratteristiche valutate negli studi di biomonitoraggio sono: 

 modificazioni morfologiche; 



V. Mazzei    5. Biomonitoraggio ambientale 

 

 

 
36 

 variazioni della vitalità (es. variazioni del numero di individui  bioindicatori 

che occupano l'area in esame;  

 alterazioni funzionali; 

 eventuali capacità di accumulo di sostanze inquinanti. 

 Un bioindicatore ottimale è un organismo che consente di stabilire una precisa 

correlazione tra le modificazioni biologiche e i livelli di inquinante a cui è esposto, 

permettendo un'analisi quantitativa oltre che qualitativa del tasso di inquinamento. 

 Un “bioaccumulatore” è un organismo che sopravvive in presenza di inquinanti 

e che, consentendo di misurare il contenuto e l’accumulo di un inquinante nei suoi 

organi e tessuti, permette di ricostruire il livello di deposito sul territorio.  

 Un organismo può essere utilizzato come bioaccumulatore solo se presenta 

specifiche caratteristiche quali: 

1) capacità di accumulare la sostanza in esame fino ad elevate concentrazioni;  

2) tolleranza nei confronti della sostanza in esame (un organismo che non 

possiede tale requisito non permette di evidenziare elevate concentrazioni e 

quindi livelli elevati di inquinamento); 

3) possibilità di definirne l'età (l'accumulo di una sostanza è funzione della 

concentrazione ma anche del tempo di esposizione). 

 

5.2 Biomarcatori o indici di stress (Biomarkers) 

 Alle indagini di biomonitoraggio è stato recentemente affiancato un altro 

approccio metodologico basato sulla analisi delle risposte che un organismo, una 

popolazione o una comunità naturale può dare se sottoposto a stress chimico 

ambientale. 

 La National Academy of Science statunitense definisce biomarker 

“l’alterazione, indotta da un contaminante, a livello delle componenti biochimiche o 

cellulari, che può essere evidenziata e quantificata in un sistema biologico”. 

 Oggi il concetto si è evoluto e si definisce biomarkers o indice di stress “la 

variazione di una risposta biologica (biochimica, molecolare, cellulare, fisiologica o 

comportamentale) che può essere correlata all’esposizione e/o all’effetto tossico di 

composti inquinanti” (Peakal et al., 1994).   
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 Le risposte che l’organismo realizza quando si trova a contatto con una 

sostanza chimica rappresentano “potenziali biomarkers" (Shugart et al., 1992) 

utilizzabili per il monitoraggio ambientale (Bayne et al., 1979).  

 Mediante lo studio delle risposte immediate il biomarker permette di prevedere 

con notevole anticipo l’insorgenza di effetti nocivi come cancerogenesi, alterazioni 

patologiche, diminuzione delle capacità riproduttive, e mortalità. 

 Quando un composto tossico entra in un ecosistema (marino, terrestre o d'acqua 

dolce) determina una serie d’alterazioni o danni di differente entità che vanno dal 

danno molecolare e citologico, fino a giungere ad alterazioni strutturali degli 

organismi e quindi delle popolazioni o della comunità (Olsson et al., 2005).  

 La tossicità primaria di un contaminante, molto pericolosa perché non 

evidenziabile ad un’analisi generica, agisce, in linea generale, a livello molecolare, 

determinando modificazioni delle attività enzimatiche, alterazioni del DNA, RNA, 

proteine etc.; successivamente gli effetti si possono rilevare, con un meccanismo a 

cascata, a livello citologico, tissutale, di organo ed organismo fino ad interessare 

l’intera popolazione. 

 Gli organismi che subiscono uno stress tossico per un inquinante rispondono in 

un primo momento attivando meccanismi adattativi tendenti a neutralizzare l’azione 

nociva e riequilibrare l’omeostasi nell’organismo.  

 Le risposte omeostatiche a livello primario più note sono l’attivazione di 

sistemi multienzimatici come le monoossigenasi, gli enzimi coniugati, o le 

metallotioneine che attualmente sono considerate un’ottima classe di biomarkers per 

l’analisi della contaminazione da metalli pesanti poiché è stato dimostrato che all’ 

aumento della concentrazione dell’inquinante, nel caso specifico dei metalli pesanti, 

corrisponde l’aumento del livello di queste molecole nei tessuti. 

 Dal confronto tra le concentrazioni dei biomarkers presenti nei soggetti 

bioindicatori, campionati in aree da testare e quelli degli organismi provenienti da 

aree incontaminate possono derivare informazioni sui rischi a cui sono soggetti gli 

ecosistemi (Decaprio, 1997). 

 I biomarcatori possono essere divisi in tre classi: 

1) biomarkers d’esposizione: è la risposta di un organismo che indica 

l’esposizione ad un composto chimico o ad una classe di composti, ma che 
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non fornisce nessuna indicazione dei reali effetti tossicologici 

sull’organismo; 

2) biomarkers d’effetto: è una modificazione biochimica o fisiologica, 

misurabile in un tessuto o in un fluido corporeo, associata ad un possibile o 

effettivo stato di malattia; 

3) biomarkers di suscettibilità: si riferisce all’innata o all’acquisita capacità di 

un organismo a rispondere ad una specifica sostanza xenobiotica. 

 I biomarkers d’esposizione rilevano la presenza di xenobiotici o dei loro 

metaboliti quindi possono essere utilizzati per confermare o stimare l’esposizione di 

individui o popolazioni ad una particolare sostanza, fornendo un legame tra 

esposizione esterna e dose interna.  

 I biomarkers d’effetto valutano la risposta dell’organismo e possono essere 

usati per documentare effetti avversi dovuti all’esposizione e all’assorbimento di una 

sostanza chimica. 

 Generalmente i biomarkers d’effetto più sensibili sono rappresentati da 

alterazioni nei livelli e nell’attività degli enzimi di biotrasformazione che nei pesci 

possono essere indotti o inibiti dall’esposizione a xenobiotici (Bucheli et al., 1995). 

Infatti, parallelamente all’effetto negativo della sostanza tossica, nell’organismo 

esposto si sviluppano delle risposte adattative che tendono a riportare il sistema ad 

uno stato di omeostasi. In particolare, le risposte a livello molecolare tendono a 

diminuire l’effetto tossico del composto inquinante, grazie all’induzione di sistemi 

multienzimatici o di proteine di legame, come le metallotioneine. 

 In base alla loro specificità di risposta nei confronti di composti inquinanti, i 

biomarkers possono essere specifici oppure generali. 

 I biomarkers specifici rappresentano l’insieme delle risposte molecolari e 

biochimiche che si realizzano in seguito all’esposizione ad una specifica classe di 

contaminanti (es. l’induzione delle metallotioneine da parte dei metalli e l’inibizione 

della colinesterasi dovuta all’azione specifica di alcuni pesticidi) permettendo di 

risalire al responsabile della contaminazione e in pochi casi ad uno specifico 

contaminante. 

 I biomarkers generali rappresentano le risposte dell’organismo a livello 

molecolare, cellulare e fisiologico che non possono essere ricondotte ad un 
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inquinante in particolare, ma rappresentano uno stato generale di stress 

dell’organismo (es. danni al DNA). 

 I biomarkers molecolari forniscono informazioni circa le risposte degli 

organismi a livelli di organizzazione biologica molto bassi, offrendo quindi la 

possibilità di ottenere indicazioni tempestive e sensibili dell’influenza dei composti 

tossici su tali sistemi. Inoltre hanno un ruolo importante anche nel controllo e nella 

valutazione dell’efficacia dei mezzi di recupero ambientale poiché facilmente 

misurabili in diverse specie durante le fasi di bonifica. 

 

5.3 Gli isopodi oniscidei come bioindicatori e bioaccumulatori 

E’ già noto da tempo che negli isopodi oniscidei la quasi totalità degli 

inquinanti assimilati tramite gli alimenti o, comunque, assunti per altre vie 

dall’ambiente esterno, si accumula nelle ghiandole digestive dette anche ciechi 

digestivi o epatopancreas.  

 

5.3.1 Epatopancreas ed accumulo di metalli pesanti 

L’apparato digerente degli isopodi oniscidei consiste di un breve esofago, dello 

stomaco o proventricolo, di un lungo intestino e delle ghiandole digestive dette anche 

ciechi digestivi o epatopancreas. 

L’epatopancreas rappresenta l’unico elemento del tratto digerente di origine 

endodermica. Esso è costituito nella quasi totalità delle specie da due paia di tubicini 

allungati che si originano dallo stomaco e si estendono caudalmente sino a 

raggiungere spesso l’ultimo pereionite. In alcune specie, quali ad esempio Ligia 

italica, sono presenti, invece, tre coppie di ghiandole digestive, di cui una 

caratterizzata da una minore lunghezza. 

La parete dell’epatopancreas è caratterizzata da un epitelio monostratificato 

poggiante su una lamina basale a sua volta circondata da una rete di miociti. Le 

cellule epiteliali sono di grandi dimensioni e contengono un grande nucleo polipoide 

(256 C in Porcellio scaber; Fogarty e Witkus, 1989). L’estremità terminale cieca 

presenta spesso cellule di tipo embrionale, frequentemente in mitosi.                                                             
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Negli isopodi oniscidei l’epitelio dell’epatopancreas contiene due diversi tipi 

cellulari: le cellule grandi dette pure cellule B (basophilic) o cellule α o cellule R e le 

cellule piccole dette pure cellule S (small) o cellule β.  

Le cellule B presentano l’apice cellulare rivestito da un orletto di fitti e lunghi 

microvilli e sono caratterizzate da un contenuto in numerose gocce lipidiche, da un 

apprezzabile sviluppo del RER e da numerosi ribosomi liberi; in esse sono presenti 

numerosi mitocondri spesso localizzati in prossimità di piccole invaginazioni della 

membrana in sede basale, piccole vescicole sparse nel citoplasma e granuli di 

glicogeno. Il loro citoplasma presenta in genere una notevole densità.  

Le loro caratteristiche ultrastrutturali non appaiono costanti in quanto 

strettamente legate alla condizioni di nutrizione dell’animale. Negli animali 

sottoposti a digiuno il contenuto in lipidi si riduce, ed i mitocondri si riducono di 

numero e diventano successivamente rigonfi. In condizioni di digiuno prolungato 

compaiono piccoli vacuoli e autofagosomi ed il RER diventa vescicoloso mentre il 

glicogeno sparisce del tutto. Quando l’individuo viene rialimentato con cibo ricco in 

lipidi, le cellule B accumulano rapidamente numerose gocce lipidiche e nel loro 

citoplasma si ricostituiscono numerosi mitocondri con matrice densa, corpi 

perossisoma-simili e RER costituito da cisterne estese e disposte concentricamente.   

L’organizzazione ultrastrutturale si modifica profondamente anche dopo una 

dieta carboidratica o dopo una dieta basata esclusivamente su lettiera vegetale, 

dimostrando così la notevole plasticità dell’attività e dell’organizzazione delle cellule 

B (Storch, 1984).  

Le cellule S presentano un’organizzazione strutturale di base abbastanza simile 

a quella delle cellule B. Il loro citoplasma è caratterizzato da una densità in genere 

meno rilevante e da un più ridotto sviluppo del RER. Esse non rispondono però nella 

stessa maniera delle cellule B agli stress nutrizionali. La loro principale caratteristica 

differenziale è rappresentata da numerose vescicole delimitate da membrana che 

rappresentano i siti di accumulo sia di metalli pesanti sia di calcio e urati.  

Negli individui prelevati da ambienti non particolarmente inquinati, i metalli 

che più frequentemente si riscontano nelle vescicole in esse contenute sono Fe, Cu e 

Zn. Negli individui prelevati da ambienti inquinati sono stati riscontrati anche Pb, Ni, 

Cd e Hg (Donadey, 1966; Wieser, 1968; Alikhan, 1972; Witkus et al., 1987; Prosi et 
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al., 1983; Marcaillou et al., 1986). Il piombo si accumula esclusivamente nella 

regione anteriore dei ciechi, entro le cellule più vecchie (Prosi et al., 1983). Il nichel, 

invece, si accumula principalmente (73-89%) nel citoplasma delle cellule S (Alikhan 

e Storch, 1990).  

In una recente indagine sperimentale, condotta su Porcellio scaber, Köhler et 

al. (1996) hanno studiato le risposte ultrastrutturali fornite dalle cellule dell’epitelio 

dell’epatopancreas dopo somministrazione con cibo contaminato con concentrazioni 

diverse di sali di cadmio, zinco e piombo. Le alterazioni ultrastrutturali rilevate a 

carico delle cellule B e delle cellule S sono risultate essere dose dipendenti; le più 

basse concentrazioni dei metalli hanno determinato moderate e variabili alterazioni 

dei diversi organuli cellulari, mentre le concentrazioni più elevate si sono tradotte in 

cambiamenti ben più gravi e patologici. L’insieme degli effetti osservati, a detta dei 

suddetti autori, potrebbe essere usato come biomarkers di esposizione subcronica alla 

contaminazione da metalli pesanti.  

Le cellule S sono coinvolte, come sopra ricordato, anche nell’assorbimento ed 

accumulo di diversi cataboliti (ad es., acido urico e solfato di rame); da tale punto di 

vista esse appaiono simili ai nefrociti degli insetti (Marcaillou et al., 1986).  
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6. MATERIALI E METODI 

 

La ricerca è stata condotta su individui adulti, sessualmente maturi, di entrambi 

i sessi, di Armadillidium granulatum Brandt, Armadillidium vulgare (Latreille) e 

Porcellio laevis Latreille. 

Gli esemplari utilizzati per la ricerca sono stati raccolti nel corso di diverse 

campagne faunistiche in diversi ambienti naturali, non contaminati, della Sicilia 

orientale e meridionale (Fig. 3) e mantenuti sino all’inizio della ricerca in 

allevamento in condizioni di temperatura e fotoperiodo naturali ed alimentati con 

foglie di castagno e con patate. 

Per le indagini sperimentali sono stati selezionati individui di entrambi i sessi 

aventi taglia omogenea avendo cura di selezionare, per quanto riguarda le femmine, 

individui non in fase riproduttiva (senza marsupio). 

Una prima fase dell’indagine è stata rivolta a valutare il metodo di 

somministrazione dei metalli più efficace per il conseguimento ottimale dei risultati e 

poiché in letteratura sono state riscontrate due diverse metodiche di 

somministrazione di cibo contaminato (Köhler et al., 1996; Hornung et al., 1998) è 

stata, in una prima fase, effettuata una loro valutazione comparativa conducendo la 

ricerca solo su una specie e precisamente su Armadillidium granulatum.  

La prima delle due metodiche si è basata sui criteri proposti da Köhler et al. 

(1996); per ogni tesi a confronto, sono stati utilizzati 60 individui (30 femmine e 30 

maschi) che sono stati collocati in box di plastica (20 x 20 x 9 cm) il cui fondo era  

ricoperto con 10 g di lettiera di foglie di castagno preventivamente sterilizzate ed 

asciugate in stufa a 90 °C per 24 h e quindi accuratamente imbevute in maniera 

omogenea con acqua distillata contenente in soluzione i sali dei metalli pesanti 

saggiati. 

Tale lettiera di foglie di castagno ha rappresentato sia il substrato sia il cibo per 

gli isopodi. Le tesi messe a confronto sono state le seguenti:  

 controllo; 

 10, 50, 100 mg Cd
2+

 L
-1 

(come CdCl2); 

 100, 500, 1.000 mg Pb
2+

 L
-1 

(come PbCl2). 
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Fig. 3 a, b, c - Specie di isopodi oniscidei (Crustacea) studiate e loro 

distribuzione in Sicilia: 

     a. Armadillidium granulatum Brandt;  

     b. Armadillidium vulgare (Latreille);  

     c. Porcellio laevis Latreille.  

(Cerchietto rosso: siti di raccolta). Da: Caruso et al., (1987) - Isopodi 

terrestri di Sicilia ed Isole circumsiciliane. Animalia, 14 suppl., pp. 168, 

188, 200. 
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L’allevamento degli isopodi in presenza della lettiera contaminata si è protratto 

per 21 giorni. Le concentrazioni dei sali di cadmio e di piombo più elevate sono 

considerate ben al di sotto della LC50 (per un trattamento della durata di 21 giorni), 

un parametro generalmente utilizzato nei test di tossicità (Crommentuijn et al., 1994; 

Köhler et al., 1996).  

 Alla fine del periodo di trattamento gli animali sono stati trasferiti in altri box 

di plastica con le stesse caratteristiche e nutriti nuovamente con foglie di castagno 

utilizzate come lettiera sul fondo degli stessi. 

La seconda delle due metodiche saggiate si è basata su quanto proposto da 

Hornung et al. (1998); anche in questo caso, per ogni tesi a confronto sono stati 

utilizzati 60 individui (30 femmine e 30 maschi) che sono stati collocati in box di 

plastica (20 x 20 x 9 cm) il cui fondo era ricoperto con uno strato multiplo di carta 

bibula umidificata con acqua deionizzata.  

Gli animali sono stati sottoposti, sempre per 21 giorni, ad un regime alimentare 

basato sulla somministrazione di una quantità predeterminata di cibo sotto forma di 

compresse preparate utilizzando una miscela costituita (Hornung et al., 1998) da : 

 50% di foglie di castagno (preventivamente sterilizzate, essiccate in stufa 

per 24 h a 70 °C, e finemente triturate); 

 40% di mangime per conigli nani (anch’esso finemente triturato); 

 10% di fecola di patate. 

Una parte di tale miscela è stata utilizzata per preparare le compresse destinate 

ad alimentare gli animali utilizzati come controllo. 

 La rimanente parte della miscela è stata suddivisa in tre frazioni di 10 g 

ciascuna alle quali sono stati aggiunti 10 ml delle seguenti soluzioni di cloruro di 

cadmio e di cloruro di piombo:  

 10, 50, 100 mg Cd
2+

 L
-1 

(come CdCl2); 

 100, 500, 1.000 mg Pb
2+

 L
-1 

(come PbCl2); 

La miscela, così imbevuta, è stata asciugata in stufa per 48 h a 70 °C e quindi 

utilizzata per la preparazione di compresse del peso di 0,5 g ciascuna. 

 Le compresse di cibo destinate agli animali controllo sono state preparate con 

miscela imbevuta con acqua deionizzata.  



V. Mazzei    6. Materiali e metodi 

 

 

 
45 

 All’inizio del trattamento sono state collocate in ciascun box 5 compresse di 

miscela che venivano reintegrate ogni qualvolta risultava necessario; nel corso 

dell’intero periodo di trattamento sono state somministrate complessivamente 20 

compresse per ciascuna tesi equivalenti ad un peso totale di 10 g di miscela. Alla fine 

del periodo di trattamento i residui di cibo non consumato sono stati asportati e pesati 

e gli animali sono stati nutriti nuovamente con foglie di castagno utilizzate come 

lettiera sul fondo dei box.  

 A distanza di tre giorni dal termine del trattamento (periodo necessario per 

raggiungere la clearance dell’organo), per ciascuna delle modalità di 

somministrazione del cibo contaminato saggiate, sono state effettuate indagini rivolte 

a valutare: 

a) la concentrazione del cadmio e del piombo negli ingredienti utilizzati per  la 

preparazione delle compresse, nelle compresse confezionate e nelle foglie 

di castagno utilizzate, dopo contaminazione con i sali dei metalli, quale 

fonte di cibo; 

b) la concentrazione del cadmio e del piombo negli animali trattati; 

c) le variazioni dell’organizzazione ultrastrutturale dell’epatopancreas       

mediante osservazioni condotte subito dopo il termine del trattamento. 

Poiché l’impiego delle due metodiche utilizzate non ha prodotto risultati 

significativamente differenti, per la seconda fase della ricerca la scelta è caduta sulla 

metodica proposta da Köhler et al. (1996), più semplice da mettere in atto e, oltre ad 

A. granulatum, questa ulteriore fase delle indagini ha riguardato altre due specie di 

oniscidei, A. vulgare e P. laevis. 

Anche in questo caso sono stati utilizzati, per ciascuna tesi a confronto, 60 

individui (30 femmine e 30 maschi) collocati in box di plastica (20 x 20 x 9 cm) il 

cui fondo era ricoperto con 10 g di lettiera di foglie di castagno preventivamente 

sterilizzate ed asciugate in stufa a 90 °C per 24 h e quindi accuratamente imbevute in 

maniera omogenea con acqua distillata contenente in soluzione i sali dei metalli 

pesanti saggiati utilizzando le stesse concentrazioni precedentemente riportate. 

L’allevamento degli isopodi in presenza della lettiera contaminata si è protratto, 

anche in questo caso, per 21 giorni. 
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A tre giorni di distanza dal termine del trattamento sono state effettuate 

indagini rivolte a valutare: 

a) la concentrazione del cadmio e del piombo nelle foglie di castagno 

utilizzate, dopo contaminazione con i sali dei metalli, quale lettiera e cibo; 

b) la concentrazione del cadmio e del piombo negli animali trattati; 

c) le variazioni relative all’organizzazione morfologica, istologica ed 

ultrastrutturale dell’epatopancreas; 

d) l’immunolocalizzazione delle metallotioneine e di Hsp70 mediante impiego 

di anticorpi anti-MT e anti Hsp70; 

e) estrazione di RNA, sintesi di cDNA, RT-PCR, elettroforesi su gel, 

clonaggio e sequenziamento delle MTs. 

 

6.1 Determinazione della concentrazione dei metalli pesanti 

Per la determinazione del contenuto in cadmio e in piombo quattro individui, 

per ciascuna tesi a confronto, preventivamente pesati con una bilancia analitica, sono 

stati immersi in vials con tappo a vite da 10 ml contenenti 3 ml di HNO3 Suprapur al 

65% + 1 ml di H2O2 (soluzione mineralizzante). 

Le vials sono state poi trasferite al Laboratorio di Chimica Ambientale 

Strumentale del Dipartimento “G. F. Ingrassia” dell’Università di Catania e trattate 

con la seguente procedura: 

1) la soluzione di digestione è stata corretta ad un volume totale di 5 ml di 

HNO3 ed 1 ml di H2O2; 

2) i campioni sono stati quindi mineralizzati in un mineralizzatore MILESTONE 

1200; 

3)  i campioni sono stati saggiati in un ICP-MS PERKIN ELMER ELAN DRC-E 

 per la determinazione del contenuto in Cd ed in Pb.  

I valori sono stati riportati a μg (di metallo)/g (di animale, peso secco). 

Per evitare che la digestione potesse avere interferenze da parte di metalli non 

costituenti i campioni, le vessels che dovevano accogliere il campione per la 

mineralizzazione sono state accuratamente pulite con acqua acidulata (H2O 

bidistillata/HNO3 al 50%). 
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 Lo strumento è stato opportunamente tarato per ogni metallo mediante 

calibrazione con standards a titolo noto. 

 

6.2 Indagini al microscopio elettronico a trasmissione  

Per tali indagini alcuni animali sono stati sacrificati, tre giorni dopo il termine 

del trattamento, mediante decapitazione e immediatamente immersi in soluzione 

salina di Ringer modificata per gli isopodi sec. Legrand (Bessè, 1976) al fine di 

operare il prelievo dell’epatopancreas. 

La fissazione è stata effettuata in glutaraldeide 2,5% in tampone fosfato 

Sörensen 0,1 M, pH 7,4 per 2 h a t. a.; dopo ripetuti lavaggi nello stesso tampone è 

stata effettuata la post-fissazione in tetrossido di osmio all’1% in tampone fosfato 

Sörensen 0,1 M, pH 7,4 per 1 h a t. a.. 

La disidratazione è stata condotta in alcool-ossido di propilene; l’inclusione è 

stata effettuata in Embed-812 (TAAB). 

Sezioni semifini ed ultrasottili sono state realizzate all’ultramicrotomo 

ULTRACUT LEICA mediante lama di diamante DIATOME. 

Le sezioni semifini sono state colorate prevalentemente mediante impiego di 

blu di toluidina allo 0,5% in tampone fosfato 0,1 M, pH 7,4; una parte delle sezioni è 

stata, invece, colorata con violetto di genziana (soluzione idroalcolica all’1%). 

Le sezioni ultrasottili, raccolte su griglie di rame-rodio da 200 o 300 meshes, 

sono state colorate con acetato di uranile e citrato di piombo sec. Reynolds (1963). 

Le osservazioni sono state condotte con i microscopi elettronici PHILIPS 208 e 

PHILIPS CM10 a 60 Kv. 

 

6.3 Indagini al microscopio elettronico a scansione  

Anche per tali indagini, alcuni individui di entrambi i sessi sono stati sacrificati 

mediante decapitazione e immediatamente immersi in soluzione salina di Ringer 

modificata per gli isopodi al fine di operare il prelievo dell’epatopancreas. 

Immediatamente dopo il prelievo, l’organo è stato fissato in glutaraldeide al 2,5% in 

tampone Sörensen 0,1 M, pH 7,4 per 2 h a t. a. 
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Dopo rapido lavaggio in tampone e disidratazione nella serie crescente degli 

alcooli si è proceduto alla disidratazione mediante EMSCOPE CPD 750 critical point 

dryer. I campioni sono stati, quindi, montati su stubs e metallizzati con oro mediante 

SPUTTER COATER,  POLARON  SC7640.  

Le osservazioni sono state condotte presso il Laboratorio di Microscopia 

Elettronica del Dipartimento “G. F. Ingrassia” dell’Università degli Studi di Catania, 

con il microscopio elettronico ad emissione di campo HITACHI  S4000.  

 

6.4 Indagini immunocitochimiche 

Per tali indagini, effettuate presso il laboratorio del Dipartimento di Biologia 

Animale ed Ecologia Marina dell’Università degli Studi di Messina, con la guida dei 

proff. Salvatore Fasulo ed Angela Mauceri, diversi esemplari sono stati sacrificati 

mediante decapitazione ed immediatamente immersi in soluzione salina di Ringer 

modificata per gli isopodi al fine di operare il prelievo dell’epatopancreas. La 

fissazione è stata effettuata in paraformaldeide 8% in tampone fosfato, pH 7,4, 0,1 M 

per 4 h a t. a. 

Dopo disidratazione nella serie crescente di alcool etilico e immersione in 

xilolo, i campioni sono stati inclusi in paraffina e quindi processati con microtomo 

rotativo per ottenere sezioni spesse 4-5 µm sulle quali sono stati effettuati i tests 

immunocitochimici finalizzati al rilevamento di metallotioneine e Hsp70. 

 

6.4.1 Immunolocalizzazione delle metallotioneine 

Le reazioni immunocitochimiche sono state eseguite mediante metodo 

indiretto. 

  Dopo sparaffinatura in xilolo, le sezioni sono state reidratate nella serie 

decrescente degli alcooli, lavate in acqua distillata e, quindi, permeabilizzate con 

Triton X-100, 1% in PBS per 1’ e nuovamente lavate in PBS per 10’. E’ stata, 

quindi, effettuata l’incubazione in NGS (siero normale di capra) per 60’ in camera 

umida a t. a. al fine di bloccare i siti aspecifici di legame con l’anticorpo.  

 Le sezioni sono state successivamente incubate in anti-MT mouse monoclonal 

primary antibody (DAKO, Corp., USA), diluito 1:50 in PBS, in camera umida a 4 °C 
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overnight. Dopo lavaggio in PBS per 10’ è stata effettuata l’incubazione in TRIT-

conjugate goat anti-mouse IgG secondary antibody (SIGMA, USA), diluito 1:50 in 

PBS per 2 h al buio ed a t. a..  

 Le sezioni, dopo un ultimo lavaggio in PBS, sono state montate in glicerina 

tamponata e conservate al buio a -20 °C fino al momento dell’osservazione. 

 La specificità di reazione è stata valutata mediante un controllo negativo, con 

omissione dell’anticorpo primario, e un controllo positivo, con preassorbimento 

dell’antigene corrispondente.  

I preparati sono stati osservati e fotografati mediante microscopio motorizzato 

ZEISS AXIO IMAGER Z1 ad epifluorescenza. 

 

6.4.2 Immunolocalizzazione di Hsp70 

 Le sezioni sono state sparaffinate in xilolo, reidratate nella serie decrescente 

degli alcooli e quindi lavate in acqua distillata ed infine trattate con Triton X-100, 

1% in PBS per 1’. Subito dopo il lavaggio in PBS per 10’ è stata eseguita 

l’incubazione in NGS (siero normale di capra) al 20% in camera umida per 60’ a t. a. 

In seguito le sezioni sono state incubate, in camera umida a 4 °C overnight, in anti- 

Hsp70 mouse monoclonal primary antibody (ABCAM) diluito 1:100 in PBS. Dopo 

lavaggio in PBS per 10’ è stata effettuata l’incubazione in TRIT-conjugate goat anti-

mouse IgG secondary antibody (SIGMA, USA), diluito 1:50 in PBS per 2 h al buio 

ed a t. a..  

 Le sezioni, dopo un ultimo lavaggio in PBS, sono state montate in glicerina 

tamponata e conservate al buio a -20 °C fino al momento dell’osservazione. 

 Anche in questo caso, per verificare la validità della reazione sono stati 

effettuati sia il controllo positivo che negativo. 

I preparati sono stati osservati e fotografati al microscopio motorizzato ad 

epifluorescenza ZEISS AXIO IMAGER Z1. 

 

6.5 Estrazione di RNA  

Per l’estrazione dell’RNA, alcuni individui, per ciascuno dei trattamenti a 

confronto, sono stati rapidamente congelati in azoto liquido e conservati a -80 °C. 
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Utilizzando il protocollo suggerito da Chomczynski e Sacchi (1987), 150 mg di 

ciascun campione (animali interi) sono stati trattati così come di seguito riportato:  

a) omogeneizzazione mediante ULTRA-TURRAX del tessuto con aggiunta di 

TRIzol in rapporto 1:100 col peso del campione; 

b) addizione di 300 μl di cloroformio agitando per qualche secondo; 

c) centrifugazione per 15’ a 4 °C a 12.000 rpm e recuperare solo la fase 

acquosa; 

d) precipitazione dell’RNA aggiungendo 750 μl di isopropanolo a 4 °C; 

e) centrifugazione per 10’ a 4 °C e a 12.000 rpm ed eliminazione con cautela 

del surnatante; 

f) lavaggio dell’RNA con aggiunta di etanolo diluito al 75% con acqua 

DEPC-trattata (Dietilpirocarbonato); 

g) eliminazione dell’etanolo, facendo asciugare il pellet di RNA e 

risospendendolo in un volume di acqua DEPC-trattata adeguato 

all’ottenimento della giusta fluidità del campione di RNA.  

 La purezza e la concentrazione dell'RNA sono state verificate sia mediante 

spettrofotometria sia mediante elettroforesi su gel di agarosio in condizioni 

denaturanti. L’analisi elettroforetica è stata effettuata su gel d’agarosio all’1% in 

tampone TAE (Tris-Acetato-EDTA). La quantificazione spettrofotometrica è stata 

realizzata tramite misura di assorbanza a 260 nm con l’utilizzo di NANODROP 2000 

SPETTROPHOTOMETER (Thermo Scientific). I rapporti 260/280 nm e 260/230 nm sono 

stati calcolati per valutare eventuali contaminazioni proteiche o da solventi organici. 

Considerati non ottimali i risultati ottenuti con tale procedura, in quanto i 

campioni risultavano contaminati dalla presenza di fenoli, per una più efficace messa 

a punto del protocollo, l’estrazione dell’RNA è stata eseguita variando sia alcuni 

steps della metodologia TRIzol LS reagent sia la modalità di omogeneizzazione del 

materiale tissutale di partenza.  

 Una seconda prova è stata effettuata utilizzando l’organismo in toto 

deprivato di esoscheletro ed omogeneizzato con ULTRA-TURRAX. 

 In una terza prova, il campione è stato omogeneizzato sostituendo l’ULTRA-

TURRAX con un pestello costruito ad hoc per l’omogeneizzazione direttamente in 
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provetta. Tale metodo ha consentito di ridurre notevolmente la perdita del materiale 

iniziale e di evitare la possibilità di contaminazione tra un campione e l’altro. 

 Una quarta prova è stata effettuata utilizzando come tessuto di partenza un 

pool del solo epatopancreas ricavato da quattro individui ed omogeneizzato con 

pestello.  

 I campioni di RNA estratto con quest’ultimo approccio sono stati purificati per 

eliminare eventuali tracce di fenoli utilizzando il seguente protocollo basato sull’uso 

di cloroformio, etanolo e Na-acetato: 

a) addizionare un volume di cloroformio e agitare con vortex per 3’ - 5’; 

b) centrifugare per 5’ a 10.000 rpm; 

c) trasferire la fase superficiale acquosa in una nuova provetta; 

d) aggiungere 3 volumi di etanolo freddo ed 1/10 di volume di sodio acetato 

pH 4,8; 

e) incubare a -20 °C per 1 h; 

f) centrifugare per 30’ a 4 °C a 10.000 rpm; 

g) eliminare il surnatante ed aggiungere 1 ml di etanolo al 70%; 

h) centrifugare per 4’ a 4 °C a 10.000 rpm; 

i) eliminare il surnatante e lasciare asciugare il pellet; 

j) risospendere in acqua DEPC-trattata. 

 In una quinta ed ultima prova è stato ulteriormente cambiato il metodo di 

omogeneizzazione; è stato, infatti, utilizzato il TISSUELYSER (Qiagen) che prevede 

l’uso di provette contenenti biglie che, in seguito ad un movimento rotatorio generato 

da un dispositivo rotore associato all’uso del TRIzol, realizza una più accurata 

omogeneizzazione.  

 L’RNA è stato estratto dai pool di epatopancreas applicando piccole modifiche 

al protocollo classico; sono stati effettuati due passaggi in cloroformio (rispetto al 

singolo passaggio previsto) e l’RNA in etanolo assoluto è stato incubato per 30’ a -

80 °C (step omesso nel protocollo originale). 

 Quest’ultima procedura ha portato all’ottenimento di un campione di RNA 

migliore rispetto ai metodi precedentemente usati, anche se è risultata ancora 

presente una discreta assorbanza del campione a 230 nm, indice di una persistente 

lieve contaminazione da solventi organici. 
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6.6 Sintesi di cDNA 

Il cDNA è stato sintetizzato usando 4 μg di RNA totale, 1 μl di oligo dT (150 

pmoli/μl), 1 μl di dNTPs 10 mM; la miscela è stata portata ad un volume di 12 μl con 

acqua DEPC-trattata. La miscela è stata poi denaturata a 65 °C per 5’ e posta in 

ghiaccio per altri 5’. 

Successivamente sono stati aggiunti: 4 μl di reverse transcriptase buffer 5X, 2 

μl di DTT 0.1 M, 0,5 μl di RNaseOUTTM (40 U/μl) (Invitrogen) e, dopo incubazione 

per 2’ a 37 °C, è stato addizionato 1 μl (200 U) di M-MLV reverse transcriptase 

(Invitrogen). 

La miscela è stata incubata per 50’ a 37 °C e quindi per 15’ a 70 °C, per 

ottenere la disattivazione dell’enzima. 

 

6.7 Reazione a catena della polimerasi (RT-PCR) 

 La reazione a catena della polimerasi è stata preparata utilizzando 2,5 μl buffer 

10X, 1,5 μl MgCl2, 2 μl primers (10 μM ciascuno), 1 μl cDNA template, 2 μl 10 mM 

dNTPs e 0,14 μl Eurotaq (5 U/μl) (Euroclone). La soluzione totale è stata portata ad 

un volume finale di 25 μl con acqua ultra pura. 

Il programma usato per amplificare i frammenti si è basato su una 

denaturazione iniziale a 95 °C per 2’ e su 35 cicli di trattamento cosi strutturati: 95 

°C per 30’’, temperatura di annealing variabile a seconda dei primers utilizzati per 

30’’, 72 °C per 1’.  

Una fase di extention finale è stata eseguita a 72 °C per 5’.  

Questo programma è stato effettuato con la EP-GRADIENT MASTERCYCLER 

(Eppendorf).  

 

6.8 Disegno dei primers 

Tutte le coppie di primers utilizzate sono riportate nella tabella I. 

La totale assenza, in banca dati, di sequenze di metallotioneine degli isopodi 

non ha permesso la costruzione di primers specifici, per cui sono stati disegnati 

primers degenerati sulle regioni più conservate di allineamenti di sequenza di 
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metallotioneine di crostacei decapodi per i quali esistono, invece, numerose 

informazioni in banca dati.  

 

 

Tab. I - Elenco delle coppie di oligonucleotidi sintetici (primers) saggiate per 

       l’amplificazione in PCR. 

 

Per quanto riguarda le Hsp70, essendo presente in GENBANK (NCBI) la 

sequenza di P. laevis, è stato possibile disegnare dei primers specifici.  

E’ stato, inoltre, considerato il gene referente Elongation Factor (EF1) come 

controllo positivo di amplificazione in PCR. 

Nome Sequenza nucleotidica  Prodotto atteso (bp) 

MT_fwd1 TGTAAGTGCAVNTCCTGYCG 118 bp 

MT_rev1 CTAGGGRCAGCAVKWGCAAGG  

MT_iso_fwd2 ATGCCYGRHCCYTGCTGYA 162 bp 

MT_iso_ rev2 GGCTTGGWRCAKGTCTTG  

MT_iso_ fwd3 GAKGAGTGYWCCAAGACSTGC 301 bp 

MT_iso_rev3 TGAAANRGACAAYCAAATRTAC  

MT_crab1_fwd ATGCCHGAYCCYTGCTG 248 bp 

MT_crab2_ rev  CTAGGGGCAGCAGGAGC  

HSP70_iso_fwd CGGATTGGTTGGAGGATCTA 347 bp 

HSP70_iso_rev TCATGGCTCTCTCACCTTCA  

ELF_isop_fwd1 CTGCCATCTCYATGTACTTC 312 bp 

ELF_isop_rev1 CTCCTGCTCAARCTGCAATTC  

ELF_VU_fwd3 GCTATGCCTTTGCCCGATGAAC 349 bp 

ELF_VU_rev3 TGATCTGACCACCTCCACGATG  
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Per quanto riguarda A. vulgare, i primers per l’EF1 sono stati disegnati in 

maniera specifica sulla sequenza corrispondente mentre, per le altre specie prese in 

considerazione è stata applicata la stessa strategia già descritta per le metallotioneine. 

 E’ stata inoltre utilizzata, per l’amplificazione del gene delle MT, una coppia di 

primers disegnata da Leignel et al. (2008) sull’allineamento delle sequenze di tre 

specie di decapodi. 

  Gli oligonucleotidi sono stati sintetizzati da MWG-BIOTECH AG. 

         A causa della qualità non adeguata dell’RNA estratto, il cDNA utilizzato come 

templato nel programma di RT-PCR non ha mai consentito l’amplificazione delle 

sequenze di nostro interesse e pertanto tale aspetto della ricerca non ha avuto esito 

positivo.  
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7. RISULTATI 

 

7.1 Indagini preliminari condotte su Armadillidium granulatum 

 Come premesso nella sezione Materiali e Metodi, una prima fase della ricerca, 

condotta su Armadillidium granulatum, ha riguardato l’individuazione della più 

efficace metodica di somministrazione dei metalli pesanti attraverso la 

contaminazione della fonte utilizzata come cibo. In particolare sono state messe a 

confronto le metodiche suggerite da Köhler et al. (1996) e da Hornung et al. (1998) 

basate, rispettivamente, sull’impiego di foglie di castagno contaminate con le 

soluzioni dei sali dei metalli o sull’uso di compresse costituite da un impasto 

miscelato di foglie di castagno, mangime commerciale per conigli e fecola di patate.  

 

 7.1.1  Contenuto in metalli nelle fonti di cibo utilizzate  

 Le analisi condotte mediante spettrometria di massa a plasma accoppiato 

induttivamente (ICP-MS) hanno evidenziato un contenuto in metalli pressoché 

equivalente nelle due diverse fonti di cibo somministrate come risulta dalla Tab. II. 

 In generale, la concentrazione di metalli riscontrata nelle compresse 

contaminate utilizzate come fonte di cibo e nelle foglie di castagno contaminate è 

risultata quasi perfettamente correlata alle concentrazioni dei metalli delle soluzioni 

utilizzate per la contaminazione (Tab. II, Graf. I).  

 

 7.1.2 Contenuto in metalli negli animali trattati 

Le analisi condotte mediante ICP-MS su un campione di individui, sacrificati 

subito dopo le tre settimane di trattamento con le due diverse fonti di cibo 

contaminato con le crescenti concentrazioni dei due metalli saggiati, hanno messo in 

rilievo un progressivo accumulo dei metalli che però si è manifestato in modo ben 

differente dal punto di vista quantitativo tra cadmio e piombo (Tab. III a, b).  

Infatti, a fronte di una quantità di Cd riscontrata negli animali controllo, pari a 

0,53 µg/g (peso secco) in quelli nutriti con compresse ed a 0,42 µg/g (peso secco) in 

quelli nutriti con foglie di castagno, negli animali alimentati con compresse
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Tab. II – Contenuto in cadmio (µg/g) ed in piombo (µg/g) dei diversi componenti 

utilizzati per la preparazione delle compresse di cibo, delle  compresse confezionate 

e delle foglie di castagno trattate con le diverse concentrazioni di CdCl2 e PbCl2. 

 

 

Componenti Contenuto in Cd 

(µg/g) 

Contenuto in Pb 

(µg/g) 

Foglie di castagno    0,02    1,04 

Fecola di patate < 0,01    0,02 

Mangime per conigli    0,08    0,04 

Miscela finale    0,06    0,59 

Compresse + Cd 10 mg L
-1   8,90 - 

Compresse + Cd 50 mg L
-1

 42,92 - 

Compresse + Cd 100 mg L
-1

 91,48 - 

Compresse + Pb 100 mg L
-1

 -   89,58 

Compresse + Pb 500 mg L
-1

 - 452,54 

Compresse + Pb 1.000 mg L
-1

 - 946,40 

Foglie di castagno + Cd 10 mg L
-1

   8,37 - 

Foglie di castagno + Cd 50 mg L
-1

 40,64 - 

Foglie di castagno + Cd 100 mg L
-1

 89,52 - 

Foglie di castagno + Pb 100 mg L
-1

 -   86,78 

Foglie di castagno + Pb 500 mg L
-1

 - 439,94 

Foglie di castagno + Pb 1.000 mg L
-1

 - 918,65 
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Graf. I – Contenuto in Cd e Pb (µg/g) dei diversi componenti utilizzati per le 

preparazione delle compresse di cibo, delle compresse confezionate (Cp) e delle 

foglie di castagno (Fc) trattate con le diverse concentrazioni di CdCl2 e di PbCl2. 
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Tab. III a – Contenuto in cadmio (µg/g peso secco) degli individui di Armadillidium 

granulatum trattati con le diverse concentrazioni del metallo e con le due fonti di 

cibo contaminato. 

 

Concentrazioni Individui alimentati 

con compresse 

Individui alimentati 

con foglie di castagno 

Controllo 0,53 0,42 

Cd 10 mg L
-1                 21,60                22,91 

Cd 50 mg L
-1

                 68,31                63,54 

Cd 100 mg L
-1

               132,60              125,02 

 

 

 

 

Tab. III b – Contenuto in piombo (µg/g peso secco) degli individui di Armadillidium 

granulatum trattati con le diverse concentrazioni del metallo e con le due fonti di 

cibo contaminato. 

 

Concentrazioni Individui alimentati 

con compresse 

Individui alimentati 

con foglie di castagno 

Controllo 0,48 0,59 

Pb 100 mg L
-1 2,58 3,18 

Pb 500 mg L
-1

                 18,90                16,08 

Pb 1.000 mg L
-1

                 44,16                38,61 
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contenenti dosi progressivamente crescenti del metallo sono state riscontrate 

concentrazioni superiori a quelle della fonte di cibo utilizzata e circa 40, 128 e 250 

volte più elevate rispetto agli individui controllo e circa 54, 150 e 295 volte più 

elevate in quelli alimentati con foglie di castagno contaminate (Graf. II). 

Anche per il piombo è stato registrato un accumulo progressivamente crescente 

del metallo in relazione alla dose somministrata, accumulo che è stato, però, 

quantitativamente inferiore rispetto a quello prevedibile sulla base della 

concentrazione del metallo presente nella fonte di cibo. Così, negli animali controllo 

è stata riscontrata una concentrazione modesta del metallo (0,48 µg/g di peso secco 

in quelli alimentati con compresse e 0,59 µg/g di peso secco in quelli alimentati con 

foglie di castagno) mentre in quelli trattati con le due fonti di cibo contaminate con 

concentrazioni progressivamente crescenti del metallo sono state riscontrate quantità  

rispettivamente maggiori di circa 5, 40, 92 volte in quelli nutriti con le compresse  e 

5, 27, 65 maggiori in quelli nutriti con foglie di castagno (Graf. III).  

 

7.2 Indagini su Armadillidium granulatum, Armadillidium vulgare e Porcellio  

laevis 

 7.2.1 Contenuto in metalli nella fonte di cibo utilizzata 

 Poiché le due metodiche di somministrazione del cibo contaminato, saggiate 

nella fase preliminare della ricerca, hanno prodotto risultati non molto dissimili, per 

questa seconda fase, condotta su tre diverse specie di oniscidei, si è ritenuto 

opportuno ricorrere alla metodica utilizzata da Köhler et al. (1996), basata sulla 

somministrazione dei metalli mediante impiego di foglie di castagno imbevute con le 

diverse soluzioni dei sali adibite a fonte di cibo e lettiera, metodica richiedente una 

fase di preparazione sicuramente più rapida. 

 Le analisi, condotte mediante ICP-MS, hanno evidenziato un contenuto in 

metalli non molto dissimile da quello riscontrato nella precedente fase dell’indagine 

(Tab. IV a, b).  
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Graf. II - Contenuto in cadmio (µg/g peso secco) negli individui di Armadillidium 

granulatum alimentati con compresse e foglie di castagno, trattate con le diverse 

concentrazioni del metallo. 
 

 
 

Graf. III - Contenuto in piombo (µg/g peso secco) negli individui di Armadillidium 

granulatum alimentati con compresse e foglie di castagno, trattate con le diverse 

concentrazioni del metallo. 
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Tab. IV a – Contenuto in cadmio (µg/g peso secco) delle foglie di castagno e degli 

individui di Armadillidium granulatum, Armadillidium vulgare e Porcellio laevis 

trattati con le diverse concentrazioni del metallo. 

 

Concentrazioni Foglie di 

castagno 

Armadillidium 

granulatum 

Armadillidium  

vulgare 

Porcellio  

laevis 

Controllo   0,04     0,39     0,33     0,36 

Cd 10 mg L
-1   9,12   19,37   17,49   39,31 

Cd 50 mg L
-1

 44,03   67,42 119,00 183,48 

Cd 100 mg L
-1

 92,24 130,94 233,07 † 

 

 

Tab. IV b – Contenuto in piombo (µg/g peso secco) delle foglie di castagno e degli 

individui di Armadillidium granulatum, Armadillidium vulgare e Porcellio laevis 

trattati con le diverse concentrazioni del metallo. 

 

Concentrazioni Foglie di 

castagno 

Armadillidium 

granulatum 

Armadillidium  

vulgare 

Porcellio  

laevis 

Controllo     0,78   0,29   0,21    0,16 

Pb 100 mg L
-1   86,95   3,94   2,47   2,73 

Pb 500 mg L
-1

 465,02 18,77 16,87   9,30 

Pb 1.000 mg L
-1

 923,87 43,04 53,35 27,75 
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7.2.2 Contenuto in metalli negli animali trattati   

 Le analisi condotte mediante ICP-MS su un campione di individui, sacrificati 

subito dopo le tre settimane di trattamento con le concentrazioni crescenti dei due 

metalli saggiati, hanno messo in rilievo un progressivo accumulo dei metalli che però 

si è manifestato in modo ben differente dal punto di vista quantitativo sia in relazione 

al metallo saggiato sia, soprattutto, in relazione alla specie considerata (Tab. IV a, b).  

Il contenuto in Cd degli animali trattati con le diverse concentrazioni del 

metallo si è rivelato, per tutte e tre le specie saggiate, ben superiore rispetto a quello 

delle foglie di castagno contaminate e utilizzate come cibo (Tab. IV a).  

In particolare, la capacità di bioaccumulo del Cd è risultata sempre correlata 

con la concentrazione del metallo somministrata, ma in modo significativamente 

differente in relazione alla specie; livelli meno consistenti di accumulo del metallo 

sono stati sempre riscontrati a carico di A. granulatum, quelli ben più elevati a carico 

di P. laevis in cui l’accumulo conseguente al trattamento con la concentrazione Cd 

100 mg L
-1 

si è tradotto nella morte di tutti gli esemplari trattati (Tab. IV a; Graf. IV 

a). La capacità di accumulo del Pb si è, al contrario, rivelato sempre meno che 

proporzionale rispetto al contenuto del metallo nelle foglie utilizzate come cibo (Tab. 

IV b). A differenza di quanto riscontrato per il Cd, anche per ciò che concerne la 

capacità di accumulo del Pb tra le tre specie saggiate sono state rilevate differenze 

meno rilevanti anche se ancora significativamente apprezzabili. In particolare, P. 

laevis è risultata la specie dotata di una minore capacità di accumulo mentre A. 

vulgare si è rivelata la specie capace di accumulare più elevate quantità del metallo 

soprattutto in corrispondenza della massima concentrazione somministrata (Tab. IV 

b; Graf. IV b).     

 

 7.2.3 Indagini morfologiche, istologiche ed ultrastrutturali 

a) L’epatopancreas negli individui non trattati 

L’epatopancreas degli individui utilizzati come controllo in tutte e tre le specie 

oggetto di indagine, ha riproposto a livello morfologico ed ultrastrutturale le 

caratteristiche già note da tempo in letteratura per altre specie di isopodi terrestri 

(Frenzel, 1884; McMurrich, 1898; Nusbaum-Hilarowicz, 1921; Patrick, 1926; 
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Graf. IV a - Contenuto in cadmio (µg/g peso secco) delle foglie di castagno e degli 

individui di Armadillidium granulatum, Armadillidium vulgare e Porcellio laevis 

trattati con le diverse concentrazioni del metallo.  
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Graf. IV b - Contenuto in piombo (µg/g peso secco) delle foglie di castagno e degli 

individui di Armadillidium granulatum, Armadillidium vulgare e Porcellio laevis 

trattati con le diverse concentrazioni del metallo.  
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Alikhan, 1971; Clifford e Witkus, 1971; Storch, 1982, 1984; Storch e Štruś, 1989; 

Wagele, 1992): esso appare, infatti, costituito da due coppie di tubuli allungati a 

fondo cieco (Fig. 4), avvolti a spirale con un andamento alquanto regolare (Fig. 5) e 

che decorrono parallelamente all’intestino per tutta la lunghezza del pereion, sino a 

raggiungere il pleon. I due tubuli di ciascun lato confluiscono cefalicamente in un 

breve dotto che sbocca sulla superficie ventrolaterale dello stomaco masticatore, al 

limite tra cephalon e pereion. Ogni tubulo è accompagnato per tutto il suo decorso da 

una nervo periferico (Fig. 6) che si collega nella regione cefalica con il sistema 

stomatogastrico ed il cui rivestimento si fonde in più punti con la lamina basale che 

riveste la superficie dei tubuli (Fig. 7). Il diametro dei tubuli appare leggermente 

ridotto nella regione prossimale, in vicinanza dello sbocco nello stomaco, per poi 

dilatarsi modestamente per quasi tutta la sua lunghezza e riassottigliarsi in 

corrispondenza dell’estremità distale  (Fig. 8).  

Dalla superficie esterna dei tubuli sporge, più o meno considerevolmente, la 

regione basale delle cellule che costituiscono l’epitelio della parete dell’organo (Fig. 

9); sulla superficie esterna dei tubuli è presente, inoltre, una ricca trama ordinata di 

miociti (Fig. 10).  

La struttura istologica dei tubuli è piuttosto semplice e non presenta variazioni 

di rilievo per quasi tutta la loro estensione, eccezion fatta per la porzione distale a 

fondo cieco dove è localizzata la zona germinativa; la loro parete è, infatti, costituita 

da un epitelio monostratificato le cui cellule poggiano su una lamina basale di 

spessore ridotto (Fig. 11).  

Nello spessore della parete epiteliale sono presenti, in tutte e tre le specie 

indagate, i due citotipi noti in letteratura come cellule grandi o B e cellule piccole o S 

(Fig. 11).  

Le cellule B hanno forma clavata o a cupola e sporgono nel lume del tubulo per 

la maggior parte della loro altezza. Le cellule S, che si alternano in maniera più o 

meno regolare con le cellule B, hanno forma subpiramidale e altezza notevolmente 

ridotta rispetto alle cellule B.  

L’assetto dell’epitelio e, corrispondentemente, l’aspetto del lume del tubulo, 

variano considerevolmente in relazione al tratto considerato: nella regione prossimale 

l’altezza dell’epitelio, ed in particolare delle cellule B, è rilevante ed il lume appare
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Fig. 4 - Rappresentazione schematica dell’epatopancreas (freccia) di 

un isopode oniscideo; rp (regione prossimale), rd (regione distale). I 

tubuli sboccano sulla superficie latero-ventrale dello stomaco 

masticatore (st), che confluisce nell’intestino (i). 

rp 

rd 

st 

i 
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Figg. 5-6 - Aspetto al MES dei tubuli dell’epatopancreas di individui non 

trattati. 5. Armadillidium granulatum; (50 x). 6. Armadillidium vulgare; un 

piccolo nervo accompagna il tubulo per quasi tutta la sua estensione (freccia) 

(100 x). 

5 

6 
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Figg. 7-8 - Armadillidium vulgare; epatopancreas di individui non trattati. 7. In 

alcuni punti del suo decorso, il nervo si fonde con la lamina basale che riveste la 

superficie del tubulo (2.000 x). 8. Regione distale di un tubulo (150 x). 

8 
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Figg. 9-10 - Armadillidium vulgare. 9. Dalla superficie del tubulo sporgono le 

porzioni basali delle cellule B ed S (1.000 x). 10. Trama muscolare che riveste 

l’intera superficie del tubulo (*) (1.100 x). 
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ristretto e frastagliato (Fig. 12); nel tratto intermedio dove, come precedentemente 

accennato, il diametro dei tubuli tende ad aumentare, l’altezza dell’epitelio si riduce 

progressivamente ed il lume appare notevolmente dilatato (Fig. 13); nel tratto distale 

le caratteristiche dell’epitelio e del lume si sovrappongono a quelle della porzione 

prossimale.  

Non sono emerse, a carico di tutte e tre le specie studiate, differenze 

significative nell’organizzazione ultrastrutturale di entrambi i tipi cellulari e nessuna 

differenza apprezzabile è stata riscontrata, sempre a loro carico, nei diversi tratti, 

prossimale e distale, dei tubuli.  

 

a.1 - Le cellule B 

Le cellule B poggiano, in genere con una larga base di impianto, su una sottile 

lamina basale, spessa circa 0,4 µm, dall’aspetto finemente fibrillare (Fig. 14). La 

superficie a contatto con la lamina basale forma un tipico labirinto membranoso, 

caratterizzato da una rilevante serie di invaginazioni della membrana plasmatica 

(Figg. 14, 15). 

Il nucleo delle cellule B è voluminoso, di forma rotondeggiante e collocato 

nella maggior parte delle cellule in posizione basale mentre in alcune si trova in 

posizione pressoché centrale. All’interno del nucleo la cromatina appare in larga 

parte notevolmente decondensata ed è sempre evidente un nucleolo accompagnato da  

una grossa zolla di eterocromatina nucleolo-associata (Fig. 16).  

Nel citoplasma delle cellule B - caratterizzato da una apprezzabile densità, 

soprattutto nelle aree circostanti il nucleo - sono presenti numerosissimi mitocondri, 

di forma e dimensioni estremamente variabili e caratterizzati da una matrice di 

notevole densità. Molti di essi sono localizzati in sede basale, in stretto rapporto di 

vicinanza con le invaginazioni del plasmalemma (Fig. 17) o al di sotto dell’apice 

cellulare (Fig. 18). Molto sviluppato è pure il RER che appare costituito da cisterne 

piccole e notevolmente appiattite, per lo più disposte in vicinanza del nucleo o 

raggruppate in aree circoscritte alla periferia della cellula (Fig. 19), mentre 

sporadiche e di ridotta estensione sono le strutture di tipo golgiano (Fig. 20).
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12 

Figg. 11-13 - Sezione trasversale del tratto iniziale dei tubuli di individui non 

trattati. 11. Armadillidium granulatum; le cellule B sono ripiene di grosse 

gocce lipidiche. B, cellule B; S, cellule S; m, cellule muscolari (sezione 

semifine, blu di toluidina, 500 x). 12. Porcellio laevis; nella regione più 

apicale del tubulo il lume appare ristretto e frastagliato (sezione semifine, blu 

di toluidina, 200 x). 13. Porcellio laevis; nella regione intermedia del tubulo il 

lume è, invece, molto ampio (sezione semifine, blu di toluidina, 200 x). 
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Fig. 14 - Armadillidium granulatum; epatopancreas di un individuo non 

trattato. Si osservano la lamina basale (b) ed il labirinto da essa formato 

all’interno di una cellula B (B) insinuata al di sotto di una cellula S (S); m, 

cellula muscolare (8.000 x). 
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Figg. 15-18 - Epatopancreas di individui non trattati. 15. Armadillidium vulgare; 

le regioni basali delle cellule B (B) e delle cellula S (S) formano numerose 

invaginazioni ed interdigitazioni; b, lamina basale (16.000 x). 16. Porcellio 

laevis; il nucleo contiene cromatina in larga parte decondensata e un nucleolo 

accompagnato da una grossa zolla di eterocromatina nucleolo-associata (3.200 

x). 17. Armadillidium vulgare; citoplasma della regione basale di una cellula B 

ricco di mitocondri (m) (16.000 x). 18. Armadillidium granulatum; nella regione 

apicale della cellula sono localizzati numerosi, piccoli mitocondri (6.300 x). 
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Figg. 19-20 - Epatopancreas di individui non trattati. 19. 

Armadillidium granulatum; citoplasma di cellula B in cui è 

presente un esteso RER costituito da cisterne appiattite (r) 

localizzate alla periferia cellulare (10.000 x). 20. Armadillidium 

granulatum; le cellule B contengono isolate, piccole strutture 

golgiane (g) (20.000 x). 
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In alcune aree citoplasmatiche, per lo più localizzate nella regione centrale 

della cellula, si può osservare la presenza di abbondanti ribosomi liberi frammisti ad 

accumuli di glicogeno (Fig. 21). 

La caratteristica più evidente delle cellule B è rappresentata dalla presenza di 

una grande quantità di gocce lipidiche, meno numerose e di ridotte dimensioni in 

sede basale, più abbondanti e voluminose nella regione sopranucleare così da 

infarcire quasi tutto il corpo cellulare (Figg. 11, 22). 

Nel citoplasma delle cellule B sono, infine, presenti numerose vescicole, 

rotondeggianti, di varia dimensione ed a contenuto fortemente disomogeneo per 

aspetto e densità, quasi sicuramente riconducibili a lisosomi secondari, che si 

ritrovano, sparse, prevalentemente nella regione apicale della cellula (Fig. 23). 

L’apice cellulare è sormontato da una fitto orletto di microvilli (Fig. 24) che, 

nelle zone in cui due cellule B vengono a contatto, si affrontano regolarmente con 

quelli della cellula adiacente. La superficie cellulare è rivestita da un glicocalice rado 

ma sempre evidente (Fig. 25). 

Nel lume è sempre possibile osservare la presenza di numerosi microrganismi 

verosimilmente identificabili come batteri (Fig. 26). 

 

a.2 - Le cellule S 

Le cellule S sono caratterizzate, oltre che dalle dimensioni più ridotte, anche da 

un citoplasma chiaramente meno denso di quello delle cellule B (Figg. 11, 19) ma 

presentano un assetto organizzativo in parte sovrapponibile a quello di queste ultime. 

In sede basale, anche nelle cellule S la membrana plasmatica assume un 

andamento irregolare, dando luogo ad una serie di numerose invaginazioni che, 

spesso, formano una ricca serie di interdigitazioni con le corrispondenti 

invaginazioni delle cellule B (Fig. 27). 

Il nucleo, sempre voluminoso e rotondeggiante è, anche in tali cellule, 

largamente eucromatico e collocato in sede basale (Fig. 11); numerosi sono, anche 

nelle cellule S, i mitocondri, sparsi in tutto il corpo cellulare e particolarmente 

localizzati nella regione basale (Fig. 28) mentre poco è il RER che è presente sotto 

forma di piccole e isolate strutture di forma prevalentemente tubulare (Fig. 29).  
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Figg. 21-23 - Epatopancreas di individui non trattati. 21. Porcellio laevis; nel 

citoplasma delle cellule B sono presenti numerosi ribosomi liberi ed accumuli di 

glicogeno (20.000 x). 22. Armadillidium granulatum; numerosi aggregati di gocce 

lipidiche (L) nel citoplasma delle cellule B (13.000 x). 23. Armadillidium 

granulatum; vescicole dal contenuto eterogeneo (v) sono localizzate 

prevalentemente in prossimità dell’apice cellulare delle cellule B (10.000 x). 

L 

v 
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24 

26 25 

Figg. 24-26 - Epatopancreas di individui non trattati. 24. Armadillidium 

granulatum; aspetto al MES del fitto orletto microvillare di una cellula B 

(9.000 x). 25. Armadillidium vulgare; sulla superficie di una cellula B, 

rivestita da un fitto orletto di microvilli, è evidente la presenza del glicocalice 

(gc) (60.000 x). 26. Armadillidium granulatum; nel lume del tubulo sono 

presenti numerosi batteri (8.000 x). 

gc 
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Fig. 27 - Epatopancreas di individuo non trattato. Armadillidium vulgare; 

regione basale di cellula S (S) formante ricche interdigitazioni con una 

cellula B (B); b, lamina basale (10.000 x). 

27 

S B 

b 
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Fig. 28 - Epatopancreas di individuo non trattato. Armadillidium 

granulatum; citoplasma della regione basale di una cellula B ricco di 

mitocondri (m) (16.000 x). 

m 

28 
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Le inclusioni lipidiche sono del tutto sporadiche, mentre è rilevante la presenza 

di numerose vescicole, molte delle quali dall’aspetto particolare; esse presentano, 

infatti, al di sotto della loro membrana un anello di materiale denso ed eterogeneo 

che circonda una cavità centrale, delimitata da un’ulteriore membrana, all’interno 

della quale è presente un materiale debolmente flocculento (Fig. 30). Tali vescicole 

sono, probabilmente, coinvolte nei meccanismi di sequestro ed accumulo dei metalli. 

Sparsi, in sede basale, sono presenti alcuni granuli a contenuto fortemente 

elettrondenso (Fig. 31). 

La superficie laterale delle cellule S si addossa per lungo tratto a quella delle 

cellule B contigue, per cui soltanto una esigua porzione distale del loro corpo si 

affaccia sul lume del tubulo (Fig. 32). 

 

 b) L’epatopancreas negli individui esposti al cadmio 

 Negli individui di tutte e tre le specie l’esposizione alle diverse concentrazioni 

del sale di cadmio si è tradotta in alterazioni a carico e della generale morfologia dei 

tubuli epatopancreatici e della loro organizzazione istologica ed ultrastrutturale. 

 Alla concentrazione più bassa utilizzata per la contaminazione del cibo - Cd 10 

mg L
-1

 - tali alterazioni non sono risultate sempre apprezzabili a livello morfologico 

ma soltanto a livello ultrastrutturale, mentre alle concentrazioni più elevate - Cd 50 

mg L
-1

 e Cd 100 mg L
-1

 - gli effetti si sono manifestati in maniera evidente anche a 

carico della generale morfologia dei tubuli. In particolare, essi si sono tradotti in una 

profonda modificazione dell’andamento della spire dei tubuli (Figg. 33, 34) nella 

profonda deformazione morfologica di alcuni tratti degli stessi (Fig. 35), con 

formazione di evidenti rigonfiamenti della loro superficie (Fig. 36), e in una 

pronunciata protrusione della regione basale delle cellule alla superficie esterna 

dell’organo (Fig. 37).  

 Le alterazioni morfologiche appaiono evidenti anche a livello istologico, sotto 

forma di un’apprezzabile modificazione del profilo dei tubuli in sezione trasversale 

(Figg. 38, 39).  

 Sempre a livello istologico si evidenzia un progressivo aumento della presenza 

di granulazioni dense localizzate prevalentemente nella regione basale delle cellule S  
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29 30 

32 31 

Figg. 29-32 - Epatopancreas di individui non trattati. 29. Armadillidium 

granulatum; citoplasma di cellula S con RER presente sotto forma di piccole 

e isolate strutture di forma tubulare (freccia) (8.000 x). 30. Armadillidium 

granulatum; vescicole (v) con contenuto debolmente flocculento presenti in 

cellule S (6.300 x). 31. Armadillidium vulgare; granuli dal contenuto 

fortemente elettrondenso (*), sparsi in sede basale nelle cellule S (8.000 x). 

32. Superficie apicale di cellule B ed S (8.000 x).  

v 

* 
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34 

33 

Figg. 33-34 - Aspetto al MES di un tubulo dell’epatopancreas di individui 

trattatati con sali di cadmio. Sia la generale morfologia del tubulo sia 

l’andamento delle spire appaiono notevolmente alterati. 33. Armadillidium 

granulatum; Cd 100 mg L
-1 

(50 x). 34. Porcellio laevis; Cd 50 mg L
-1

 (50 x). 
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35 

Figg. 35-36 - Aspetti particolari delle alterazioni morfologiche dei tubuli 

epatopancreatici indotte dal trattamento con le più elevate concentrazioni di 

cadmio. 35. Armadillidium granulatum; Cd 100 mg L
-1 

(100 x). 36.  

Armadillidium vulgare; Cd 100 mg L
-1

 (150 x). 
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37 

Fig. 37 - Armadillidium granulatum. Aspetto particolare delle alterazioni 

morfologiche dei tubuli epatopancreatici indotte dal trattamento con la più 

elevata concentrazione - Cd 100 mg L
-1

. Pronunciata protrusione della 

regione basale delle cellule B ed S, sulla superficie esterna del tubulo (600 x). 
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38 

39 
Figg. 38-39 - Sezioni trasversali di tubuli dell’epatopancreas di 

individui trattati con sali di cadmio. Appare evidente la loro notevole 

alterazione morfologica 38. Armadillidium granulatum; Cd 100 mg L-1, 

(blu di toluidina, 400 x). 39. Armadillidium vulgare; Cd 100 mg L-1, 

(violetto di genziana, 400 x). 
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(Figg. 40, 41, 42) che, in alcuni tratti dei tubuli, appaiono anche ricche di aree 

vacuolizzate (Fig. 43).  

 Le alterazioni a livello cellulare sono risultate ben più drammatiche negli 

individui di P. laevis e già in seguito al trattamento con la dose più bassa del sale si è 

evidenziato un quadro di parziale disorganizzazione a carico di entrambi i tipi 

cellulari, sotto forma di una apprezzabile vescicolazione del citoplasma e nelle 

cellule B anche della tendenza alla coagulazione di ampie porzioni dello stesso in 

sede apicale che appare del tutto priva di organuli cellulari (Fig. 44). Negli individui 

trattati con la dose Cd 50 mg L
-1

 è stata osservata un’abnorme presenza di granuli di 

accumulo del metallo nelle cellule S, tale da tradursi, in numerosi casi, nella totale 

disorganizzazione della cellula con fuoriuscita nel lume del suo contenuto (Fig. 45). 

 A livello ultrastrutturale, le alterazioni conseguenti al trattamento con le diverse 

concentrazioni di Cd, si sono manifestate in modo pressoché equivalente lungo tutto 

il decorso dei tubuli ma non hanno coinvolto nella stessa misura tutte le cellule; 

infatti, alcune di esse, anche negli individui trattati con le concentrazioni più elevate 

del metallo, non hanno mai evidenziato variazioni di rilievo rispetto a quelle degli 

individui controllo, mentre la maggior parte delle cellule è andata invece incontro a 

modificazioni della propria organizzazione ultrastrutturale quasi sempre ben 

correlate con la concentrazione del metallo impiegata. Le alterazioni sono risultate 

del tutto modeste alla più bassa concentrazione di Cd somministrata, ben più evidenti 

e differenziate, in relazione al tipo cellulare, in seguito al trattamento con le 

concentrazioni più elevate del metallo che, nel caso di P. laevis hanno addirittura 

determinato, come precedentemente ricordato, la morte di tutti gli individui trattati. 

 

b.1 - Alterazioni ultrastrutturali a carico delle cellule B 

 Tre settimane di trattamento con la dose minima saggiata - Cd 10 mg L
-1

 -  non 

hanno determinato alterazioni significative dell’organizzazione ultrastrutturale delle 

cellule B in tutte le specie indagate. Infatti, l’aspetto della loro regione basale è 

rimasto praticamente immutato rispetto agli individui non trattati mentre a carico del 

nucleo è stata evidenziata soltanto una modesta condensazione della cromatina (Fig. 

46); più significativo è risultato l’aumento del numero di lisosomi secondari (Fig. 47) 

e, soprattutto, un moderato danno all’orletto microvillare (Fig. 48).  
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41 

40 

Figg. 40-41 - Sezioni trasversali di tubuli dell’epatopancreas di 

individui trattati con Cd 100 mg L
-1

. La regione basale delle cellule S 

appare ricca in granuli di accumulo elettrondensi, corrispondenti alle 

vescicole di accumulo del metallo (freccia). 40. Armadillidium 

vulgare; (blu di toluidina, 400 x). 41. Armadillidium granulatum; (blu 

di toluidina, 600 x). 
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42 

43 

Figg. 42-43 - Sezione trasversale di tubuli dell’epatopancreas di individui 

trattati con Cd 100 mg L
-1

. 42. Armadillidium  granulatum; sono evidenti, 

nelle cellule S, abbondanti granulazioni dense corrispondenti alle 

vescicole di accumulo del metallo (freccia), mentre il citoplasma delle 

cellule B è infarcito di gocce lipidiche (*) (blu di toluidina, 400 x). 43. 

Armadillidium vulgare; nelle cellule S, oltre ai granuli densi, sono 

presenti numerose aree vacuolizzate (freccia) (blu di toluidina, 400 x).  

* 
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44 

Figg. 44-45 - Sezione trasversale di tubuli dell’epatopancreas di Porcellio 

laevis trattato con sali di cadmio. 44. Oltre ad un’evidente vescicolazione 

del citoplasma delle cellule B ed S è apprezzabile, a carico delle cellule B, 

una tendenza alla coagulazione di ampie porzioni del citoplasma in sede 

apicale che appare del tutto privo di organuli cellulari (*) (Cd 10 mg L
-1

, 

blu di toluidina, 40 x). 45. Si osserva nelle cellule S un’abnorme presenza 

di granuli di accumulo del metallo (freccia nera), ed una totale 

disorganizzazione di alcune cellule con fuoriuscita nel lume del loro 

contenuto (freccia verde) (Cd 50 mg L
-1

, blu di toluidina, 40 x). 

* 

45 
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49 48 

46 47 

Figg. 46-49 - Epatopancreas di individui trattati con sali di cadmio. 46. Porcellio 

laevis; nucleo (N) di cellula B con cromatina moderatamente addensata; r, piccoli 

gruppi di cisterne appiattite del RER (Cd 10 mg L
-1

, 6.300 x). 47. Armadillidium 

vulgare; citoplasma di cellula B infarcito di piccole gocce lipidiche (g) e lisosomi 

secondari (ls) (Cd 10 mg L
-1

, 5.000 x). 48. Armadillidium granulatum; regione 

apicale di cellula B con orletto microvillare parzialmente danneggiato (Cd 10 mg 

L
-1

, 10.000 x). 49. Armadillidium granulatum; citoplasma di cellula B ricco in 

lisosomi secondari (ls) (Cd 50 mg L
-1

, 10.000 x).  

N 

r 

ls 

g 

ls 

ls 
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 Ancor più rilevanti sono apparse le alterazioni riscontrate a livello cellulare 

negli individui trattati con la dose Cd 50 mg L
-1

; la regione basale appare meno ricca 

in invaginazioni della membrana, aumenta ulteriormente il numero dei lisosomi 

secondari (Fig. 49) e, soprattutto, aumentano in maniera considerevole i segni di 

danno a carico dell’orletto microvillare; i microvilli appaiono, infatti, notevolmente 

diradati e l’organizzazione dei microfilamenti risulta alterata soprattutto a livello 

della trama terminale (Fig. 50).   

Alterazioni più consistenti a livello cellulare sono emerse a carico degli 

individui contaminati con la dose Cd 100 mg L
-1

 riproponendo aspetti descritti per la 

dose Cd 50 mg L
-1

; il danno all’orletto microvillare è apparso ancor più consistente 

(Fig. 51) ed in diverse cellule B i microvilli sono risultati, addirittura, quasi del tutto 

assenti (Fig. 52), i mitocondri sono rigonfi e presentano un ridotto sviluppo delle 

creste mitocondriali (Fig. 53) mentre le cisterne del RER in alcune cellule si 

dispongono sotto forma di regolari file parallele (Fig. 54), in altre assumono l’aspetto 

di cerchi concentrici (Fig. 55) ed, in altre ancora, appaiono chiaramente dilatate (Fig. 

56). Interessato è anche il nucleo, a carico del quale si è evidenziata una più marcata 

condensazione della cromatina, sotto forma di numerose zolle localizzate per lo più 

in prossimità della parete nucleare. In numerose cellule B, sono stati osservati anche 

segni di disorganizzazione delle gocce lipidiche, consistenti in una variazione della 

densità della loro regione più periferica, accompagnata dalla presenza di piccoli 

aggregati di materiale elettrondenso associati alla loro superficie (Fig. 57). 

Notevolmente incrementato è risultato, infine, il numero di lisosomi secondari sparsi 

in tutto il citoplasma (Fig. 58). Parte delle cellule B ha mostrato segni ancor più 

evidenti di alterazione, andando incontro ad una pressoché totale disorganizzazione 

del citoplasma sotto forma di una sua estesa ed eterogenea vescicolazione (Fig. 59). 

 

b.2 - Alterazioni ultrastrutturali a carico delle cellule S 

L’assetto organizzativo delle cellule S è risultato ancor meno compromesso 

dalla dose minima del metallo somministrata: l’aspetto del nucleo è risultato 

pressoché immutato e si è tutto al più rilevato solo un modesto aumento, per altro a 

carico solo di alcune cellule S, del numero delle vescicole di accumulo del metallo, 

caratterizzate da un contenuto ancora alquanto elettron-trasparente (Fig. 60). 
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Figg. 50-51 - Epatopancreas di individui di Armadillidium granulatum, 

trattati con sali di cadmio. Sia al MET (50. Cd 50 mg L
-1

, 16.000 x), sia 

al MES (51. Cd 100 mg L
-1

,
  
7.000 x) l’orletto microvillare di numerose 

cellule B appare notevolmente danneggiato. 

51 

50 
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Figg. 52-53 - Epatopancreas di individui di Armadillidium granulatum 

trattati con Cd 100 mg L
-1

. 52. Alla superficie di numerose cellule B 

l’orletto microvillare è quasi totalmente assente (20.000 x). 53. Nelle 

cellule B i mitocondri appaiono dilatati e quasi del tutto privi di creste 

mitocondriali (13.000 x). 

53 

52 



V. Mazzei    7. Risultati 

 

 

 
94 

 
 

 

 

56 55 
Figg. 54-56 - Epatopancreas di individui trattati con Cd 100 mg L

-1
. Vari 

aspetti assunti dal RER in differenti cellule B delle diverse specie studiate. 

54. Armadillidium vulgare; sottili cisterne del RER disposte in regolari file 

parallele (8.900 x). 55. Porcellio laevis; RER sotto forma di piccole 

cisterne concentriche (15.500 x). 56. Armadillidium granulatum; cisterne 

del RER notevolmente dilatate (6.300 x). 

54 
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57 

58 

Figg. 57-59 - Epatopancreas di individui trattati con Cd 100 mg L
-1

. 57. 

Armadillidium granulatum; accumulo di gocce lipidiche (g) in via di 

degradazione nelle cellule B (3.200 x). 58. Cellula B contenente numerosi 

lisosomi secondari (ls) (16.000 x). 59. Estesa ed eterogenea vescicolazione del 

citoplasma di una cellula B in via di totale disorganizzazione (6.300 x). 

g 

ls 

59 
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Anche in questo caso le alterazioni più significative sono state riscontrate negli 

individui trattati con le dosi più elevate del sale di Cd.  

La risposta delle cellule S è stata, comunque, diversamente modulata e 

disomogenea; alcune cellule S hanno presentato un normale aspetto della regione 

basale, caratterizzata sempre da un ricco sistema di invaginazioni della membrana 

plasmatica, così come osservato negli individui non trattati (Fig. 61), mentre a livello 

del citoplasma è stato riscontrato solamente un aumento del contenuto in depositi di 

glicogeno (Fig. 62) e, soprattutto, del numero di vescicole di accumulo del metallo 

con un contenuto in materiale di maggiore densità agli elettroni rispetto a quello 

riscontrato negli individui trattati con la dose di metallo più bassa (Fig. 63). Alcune 

cellule S, localizzate prevalentemente nel tratto intermedio dell’organo, sono andate 

incontro ad alterazioni più marcate, consistenti in una pronunciata condensazione 

della cromatina (Fig. 64) e in un evidente quadro di involuzione del citoplasma. 

Ben più drammatiche sono risultate le alterazioni a livello cellulare emerse a 

carico degli individui trattati con la dose più elevata del sale di Cd. In quasi tutte le 

cellule, oltre al danno a carico dell’orletto microvillare, danno variamente modulato 

ma sempre consistente (Fig. 65), sono stati riscontrati segni di un’ancor più marcata 

involuzione dell’assetto organizzativo del nucleo e del citoplasma.  

Uno degli aspetti più rilevanti, conseguenti all’impiego della concentrazione 

più elevata del sale di Cd, è, però, certamente rappresentato dall’incredibile aumento 

del numero di vescicole di accumulo del metallo che in alcune cellule arrivano ad 

infarcire totalmente estese porzioni del citoplasma (Figg. 42, 43, 66).  

In alcune cellule S, tali vescicole mostrano un aspetto ancora molto simile a 

quello riscontrato nell’epatopancreas degli animali trattati con le dosi meno elevate 

di cloruro di cadmio: esse, cioè, presentano una regione periferica di apprezzabile 

densità che circonda, in modo irregolare, il lume centrale dove si localizza un 

materiale moderatamente elettrondenso e largamente disperso (Fig. 67). Parte di tali 

vescicole va incontro, invece, ad un progressivo accumulo di materiale elettrondenso 

tale da riempire parzialmente (Figg. 68, 69) o totalmente il loro lume (Fig. 70). 
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60 

61 
Figg. 60-61 - Epatopancreas di individui trattati con sali di cadmio. 60. 

Armadillidium granulatum; cellula S con vescicole (v) di accumulo del 

metallo a contenuto poco elettrondenso (Cd 10 mg L
-1

, 20.000 x). 61. 

Armadillidium vulgare; regione basale di cellula S. b, lamina basale; m, 

cellula muscolare; v, vescicole di accumulo del metallo a contenuto 

elettrondenso (Cd 50 mg L
-1

, 16.000 x).  

v 

v 

b 

m 

v 
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64 

Figg. 62-64 - Epatopancreas di individui trattati con Cd 50 mg L
-1

. 62. 

Armadillidium granulatum; cellula S con citoplasma ricco di depositi di 

glicogeno (g) e di vescicole (v) (10.000 x). 63. Armadillidium granulatum; 

vescicole di accumulo del metallo (v) dal contenuto elettrondenso, mt, 

mitocondrio (32.000 x). 64. Porcellio laevis, nucleo (N) con cromatina 

condensata in una cellula in via di involuzione (6.300 x). 

v 

mt 

v g 

63 

N 
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66 

Figg. 65-66 - Epatopancreas di individui di Armadillidium vulgare trattati 

con Cd 100 mg L
-1

. 65. Cellula S con orletto microvillare notevolmente 

diradato (13.000 x). 66. Citoplasma di cellula S pieno di vescicole di 

accumulo del metallo (freccia) (2.750 x). 
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Figg. 67-68 - Cellule S di individui di Armadillidium granulatum trattati con 

Cd 100 mg L
-1

. 67. Vescicole con regione periferica di apprezzabile densità 

e dal contenuto moderatamente elettrondenso e disperso (25.000 x). 68. 

Vescicole dal contenuto maggiormente elettrondenso, che riempie 

parzialmente il loro lume (13.000 x).  

67 

68 
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69 

70 

Figg. 69-70 - Aspetto delle vescicole di accumulo del metallo nelle 

cellule S di individui trattati con Cd 100 mg L
-1

. 69. Porcellio 

laevis (5.200 x). 70. Armadillidium vulgare; (6.300 x). 
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c) L’epatopancreas negli individui esposti al piombo 

 Così come rilevato per il Cd, anche la prolungata esposizione alle 

concentrazioni più elevate dei sali di Pb ha determinato un’evidente alterazione della 

morfologia dei tubuli epatopancreatici (Figg. 71, 72). 

 L’alterazione della morfologia dei tubuli si può apprezzare, anche in questo 

caso, nelle sezioni semifini dei tubuli degli individui trattati con le concentrazioni più 

elevate del metallo (Figg. 73, 74, 75); in tali sezioni è possibile apprezzare anche il 

progressivo aumento del numero dei granuli di accumulo del metallo, tale da 

infarcire quasi totalmente il corpo delle cellule S, una diminuzione del diametro e del 

numero delle gocce lipidiche nelle cellule B (Fig. 73, 74 e 75) e, alle concentrazioni 

più elevate del metallo, anche una consistente condensazione di larga parte del 

citoplasma di alcune cellule S (Fig. 76). 

 

c.1 - Alterazioni ultrastrutturali a carico delle cellule B 

 L’effetto della contaminazione con la concentrazione meno elevata del metallo 

- Pb 100 mg L
-1

 - ha determinato un quadro poco rilevante di alterazioni cellulari 

consistenti in un modesto aumento della densità del citoplasma ed un danno appena 

apprezzabile a carico dell’orletto microvillare nelle cellule B e riguardante, inoltre, 

solamente una parte di tali cellule, per lo più localizzate nella porzione prossimale 

dei tubuli (Fig. 77).  

 Anche per tale metallo, danni ben più consistenti sono stati determinati dalla 

contaminazione del cibo con le concentrazioni più elevate; nei tubuli degli individui 

contaminati con Pb 500 mg L
-1

,
 
 il danno più consistente ha riguardato i microvilli, 

ulteriormente diradati (Fig. 78), rigonfi e caratterizzati da una pronunciata 

disorganizzazione del loro citoscheletro (Fig. 79), evidente anche a livello della 

trama terminale. Nel citoplasma, dove è stato spesso osservato un aumento 

disomogeneo della sua densità, sono presenti vescicole a contenuto fortemente 

elettrondenso (Fig. 80), prevalentemente localizzate nella regione apicale della 

cellula ed, inoltre, attorno alle gocce lipidiche è possibile osservare la presenza di 

numerosi, piccoli accumuli di materiale elettrondenso (Fig. 81). A carico del nucleo è 
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Figg. 71-72 - Quadri di alterazione morfologica dei tubuli di individui trattati 

con sali di piombo. 71. Armadillidium granulatum; Pb 100 mg L
-1

 (200 x). 72. 

Armadillidium vulgare; Pb 500 mg L
-1

 (70 x). 

71 

72 
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Figg. 73-74 - Sezioni trasversali di tubuli dell’epatopancreas di 

individui trattati con sali di piombo. Appare evidente la loro rilevante 

alterazione morfologica e la presenza di numerosi granuli di 

accumulo del metallo nelle cellule S (freccia) e di gocce lipidiche 

nelle cellule B (*) 73. Porcellio laevis; Pb 100 mg L
-1 

(blu di 

toluidina, 200 x). 74. Armadillidium vulgare; Pb 500 mg L
-1

 (blu di 

toluidina, 200 x). 

73 

74 

* 
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75 

76 
Figg. 75-76 - Aspetti particolari delle alterazioni istologiche dei tubuli di 

Armadillidium vulgare indotte dal trattamento con Pb 1.000 mg L
-1

. 75. 

Sono evidenti abbondanti granuli di accumulo del metallo che 

infarciscono quasi totalmente il corpo delle cellule S (freccia) (blu di 

toluidina, 400 x). 76. Consistente condensazione di parte del citoplasma 

di alcune cellule S (*) (blu di toluidina, 400 x). 

* 
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Figg. 77-79 - Aspetti del danno all’orletto microvillare nelle cellule B dei 

tubuli di individui esposti al trattamento con le diverse concentrazioni dei 

sali di piombo. 77. Armadillidium granulatum (Pb 100 mg L
-1

, 25.000 x). 

78. Armadillidium  vulgare (Pb 500 mg L
-1

, 20.000 x). 79. Porcellio laevis 

(Pb 500 mg L
-1

, 40.000 x). 

78 79 

77 
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Figg. 80-82 - Cellule B di epatopancreas di individui esposti al trattamento 

con Pb 500 mg L
-1

. 80. Armadillidium granulatum; vescicole a contenuto 

fortemente elettrondenso presenti nel citoplasma (25.000 x). 81. Porcellio 

laevis; segni di iniziale degradazione delle gocce lipidiche sotto forma di 

piccoli accumuli di materiale elettrondenso presenti alla loro periferia 

(18.000 x). 82. Porcellio laevis; tendenza ad una progressiva condensazione 

della cromatina (3.800 x). 

82 

80  81 
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stata riscontrata, talvolta, una moderata tendenza alla condensazione della cromatina 

(Fig. 82). 

 Nelle cellule B degli individui contaminati con la concentrazione più elevata -  

Pb 1.000 mg L
-1 

- oltre agli aspetti sopra descritti, è stato possibile osservare una 

spiccata tendenza alla dilatazione delle cisterne del RER che assumono un aspetto 

tubulare (Fig. 83), un’alterazione consistente a carico dei mitocondri che appaiono in 

molte cellule dilatati e con una riduzione rilevante delle creste mitocondriali (Fig. 84) 

ed, infine, un ulteriore aumento della condensazione della cromatina che appare sotto 

forma di zolle, in larga parte localizzate in prossimità della parete nucleare (Fig. 83). 

In un certo numero di cellule B, localizzate soprattutto nella regione prossimale 

dei tubuli, oltre ai quadri sopra descritti, è stata osservata la presenza di grandi 

vescicole dal contenuto fortemente eterogeneo, verosimilmente riconducibili a 

lisosomi secondari (Fig. 85), e di grossi corpi multivescicolari e multilamellari (Figg. 

86, 87); alcune di tali cellule vanno incontro ad ulteriori fenomeni di 

disorganizzazione evidenziati da uno stato di rilevante vescicolazione del loro 

citoplasma, accompagnato da una profonda alterazione del nucleo consistente in una 

forte compattazione della cromatina e nella formazione di una o più evidenti 

dilatazioni della cisterna perinucleare (Fig. 88). Molte di queste cellule sono andate 

incontro ad una progressiva involuzione che ha determinato una loro totale 

disorganizzazione ed espulsione del contenuto nel lume dell’organo sotto forma di 

strutture vescicolari accompagnate da ammassi di materiale fortemente elettrondenso 

presente al loro interno oppure libero nel lume (Figg. 89, 90). 

 

c.2 - Alterazioni ultrastrutturali a carico delle cellule S 

Anche per ciò che concerne le cellule S le alterazioni più evidenti sono state 

riscontrate nei tubuli degli individui contaminati con le concentrazioni più elevate del 

metallo. Il danno rilevato è stato in parte sovrapponibile a quello riscontrato nelle 

cellule B ma, in numerose cellule S ha riguardato anche i mitocondri che esibiscono 

quasi sempre una forma condensata e, per lo più, estremamente irregolare, 

assumendo frequentemente un aspetto parzialmente o totalmente filiforme (Fig. 91); 

sparsi in tutto il citoplasma sono anche presenti numerosi, piccoli, corpi 

multivescicolari (Fig. 92).  
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Figg. 83-84 - Armadillidium granulatum; cellule B di tubuli 

dell’epatopancreas di individui trattati con Pb 1.000 mg L
-1

. 83. La 

cromatina appare condensata (*), sotto forma di zolle, in larga parte 

localizzate in prossimità della parete nucleare e le cisterne del RER sono 

notevolmente dilatate (freccia) (16.000 x). 84. Anche i mitocondri (m) 

sono fortemente dilatati, con matrice poco densa e creste notevolmente 

ridotte (25.000 x).  

m 

* 

84 

83 
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Figg. 85-87 - Cellule B dell’epatopancreas di individui trattati con Pb 1.000 

mg L
-1

. 85. Armadillidium granulatum; grandi vescicole dal contenuto 

eterogeneo verosimilmente riconducibili a lisosomi secondari (ls) (16.000 

x). 86. Armadillidium vulgare; presenza nel citoplasma di corpi 

multivescicolari (cmv) (25.000 x). 87. Porcellio laevis; presenza nel 

citoplasma di corpi multilamellari (cml) (27.500 x). 

85 86 

87 

ls 

cml 

cmv 
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88 

89 

Figg. 88-89 - Epatopancreas di individui trattati con Pb 1.000 mg L
-1

. 

88. Armadillidium vulgare; il nucleo di alcune cellule B presenta la 

cromatina notevolmente condensata e rilevanti dilazioni della cisterna 

perinucleare (*) (13.000 x). 89. Armadillidium granulatum; alcune 

cellule B vanno incontro a completa disorganizzazione e loro 

frammenti, sotto forma di vescicole varie, si osservano nel lume del 

tubulo frammiste a materiale elettrondenso (5.000 x). 

* 



V. Mazzei    7. Risultati 

 

 

 
112 

 
 

 

 

 

Fig. 90 - Armadillidium granulatum; particolare della figura 

precedente (20.000 x). 

90 
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Figg. 91-92 - Armadillidium vulgare; cellule S dell’epatopancreas di 

individui trattati con Pb 500 mg L
-1

. 91. Mitocondri pleomorfici, 

talvolta parzialmente o totalmente filiformi (freccia) (13.000 x). 92. 

Numerosi corpi multivescicolari (cmv) sono sparsi in tutto il 

citoplasma (20.000 x). 

91 

92 

cmv 
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Nelle cellule S, invece, oltre al danno a carico del rivestimento microvillare e 

dei mitocondri, è stato riscontrato un rilevante aumento del numero di vescicole dal 

contenuto variamente elettrondenso che, in alcune cellule, arrivano ad infarcire 

totalmente quasi tutto il citoplasma (Fig. 93). In alcune cellule S, tali vescicole 

mostrano un aspetto ancora molto simile a quello riscontrato negli animali trattati 

con le concentrazioni meno elevate di cloruro di piombo: esse, cioè, presentano una 

regione periferica di apprezzabile densità che circonda, in modo irregolare, il lume 

centrale dove si localizza un materiale disperso e moderatamente elettrondenso (Fig. 

93). A carico di una parte di tali vescicole è, però, possibile osservare una tendenza 

al progressivo accumulo del materiale elettrondenso, tale da riempire parzialmente o 

totalmente il loro lume (Figg. 93, 94 e 95). 

In alcune cellule S, localizzate lungo tutta la parete dei tubuli, ma 

particolarmente nella loro regione prossimale, tale accumulo ha invece raggiunto 

livelli tali da conferire alle vescicole un aspetto estremamente ed omogeneamente 

elettrondenso (Figg. 96, 97).  

Del tutto particolari sono risultati i quadri relativi all’accumulo del metallo 

nelle cellule S di P. laevis; accanto a vescicole presentanti le caratteristiche sopra 

descritte sono stati frequentemente osservati accumuli fortemente elettrondensi 

presenti sia all’interno di alcune cisterne del RER (Fig. 98) sia all’interno della 

cisterna perinucleare (Fig. 99). 

 

7.3 Indagini immunocitochimiche 

 7.3.1 Immunolocalizzazione delle metallotioneine 

 L’incubazione delle sezioni dei tubuli dell’epatopancreas degli individui 

utilizzati come controllo nell’anticorpo anti-MT ha determinato la comparsa di una 

debole e sporadica positività che ha interessato per lo più la regione basale di alcune 

cellule S e parte dei nuclei delle cellule B (Fig. 100).  

 L’incubazione delle sezioni dei tubuli prelevati dagli individui trattati con le 

concentrazioni crescenti dei sali dei due metalli ha, invece, fornito delle risposte 

chiaramente positive anche se differenziate per intensità, in relazione alla 

concentrazione considerata, e per modalità di espressione in funzione del metallo 



V. Mazzei    7. Risultati 

 

 

 
115 

 
 

93 94 

95 96 
Figg. 93-96 - Aspetto dei granuli di accumulo del metallo nelle cellule S 

dell’epatopancreas di individui trattati con Pb 1000 mg L
-1

. 93. 

Armadillidium granulatum; il citoplasma è infarcito da numerose vescicole 

di aspetto eterogeneo e dal contenuto variamente elettrondenso (8.000 x); 94. 

Armadillidium granulatum (13.000 x). 95. Porcellio laevis (14,000 x). 96. 

Armadillidium vulgare; le vescicole di accumulo del metallo presentano un 

aspetto notevolmente ed omogeneamente elettrondenso (6.300 x). 
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Fig. 97 - Vescicole di accumulo del metallo dal contenuto fortemente 

elettrondenso in cellula S dell’epatopancreas di Armadillidium vulgare 

trattato con Pb 1.000 mg L
-1

 (8.000 x). 

97 
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Figg. 98-99 - Cellule S dell’epatopancreas di individui di Porcellio 

laevis trattati con Pb 1.000 mg L
-1

. Depositi di materiale elettrondenso 

sono presenti all’interno delle cisterne del RER (freccia) (98. 9.800 x) 

e della cisterna perinucleare (freccia) (99. 18.000 x). 

98 

99 
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101 

100 

Figg. 100-101 - Immunolocalizzazione di MT nelle sezioni dei tubuli 

dell’epatopancreas, dopo incubazione in anticorpo TRIT-coniugato. 100. 

Armadillidium granulatum; individuo non trattato, si osserva una debole e 

sporadica positività nella regione basale delle cellule S ed a livello dei nuclei 

delle cellule B (400 x). 101. Armadillidium vulgare; si apprezza la risposta 

positiva in gran parte del citoplasma delle cellule S (Cd 100 mg L
-1

, 400 x). 
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saggiato. Nessuna differenza significativa è stata, invece, riscontrata tra le tre diverse 

specie oggetto di valutazione, se non riguardo l’intensità della marcatura. 

 Negli individui trattati con i sali di Cd, la localizzazione delle MT ha 

interessato quasi esclusivamente il citoplasma delle cellule S, anche se in modo 

notevolmente variabile da cellula a cellula; tale positività si è manifestata sotto forma 

di una granulazione estesa a larga parte del citoplasma delle cellule S (Fig. 101), 

positività che è apparsa particolarmente intensa negli individui di P. laevis trattati 

con la concentrazione Cd 50 mg L
-1 

(Fig. 102) e molto meno apprezzabile in quelli di 

A. granulatum, anche quando trattati con la più elevata concentrazione del metallo 

(Fig. 103).  

 Una risposta positiva, anche se espressa con intensità variabile, conseguente 

all’incubazione nell’anticorpo, è stata osservata a carico del nucleo di un certo 

numero di cellule B e, più raramente, anche del nucleo delle cellule S (Figg. 101, 

103). Inoltre, sempre a carico di alcune cellule B, è stata evidenziata una debole e 

discontinua positività anche in corrispondenza della loro superficie apicale (Fig. 

101). 

 Nessuna differenza significativa è stata riscontrata tra le diverse regioni dei 

tubuli dell’epatopancreas. 

 Negli individui trattati con le diverse concentrazioni del sale di Pb, le risposte 

riscontrate dopo incubazione nell’anticorpo anti-MT sono risultate, invece, 

significativamente differenti per localizzazione ed intensità rispetto a quelle 

osservate negli individui esposti al Cd. Infatti, la positività all’anticorpo anti-MT è 

risultata quasi sempre esclusivamente localizzata in corrispondenza dell’apice 

cellulare delle cellule B sotto forma di una serie più o meno continua di piccole 

granulazioni (Fig. 104). Così come per il Cd, anche in questo caso una larga parte dei 

nuclei delle cellule B e, più sporadicamente, di alcune cellule S ha manifestato una 

risposta di variabile intensità (Fig. 104). 

 Non è, invece, stata osservata una risposta positiva da parte del citoplasma delle 

cellule S, se non in casi del tutto sporadici ed a carico degli individui di A. vulgare 

trattati con la concentrazione più elevata del metallo, dove sono stati osservati 

addensamenti di strutture granulari simili a quelle osservate nelle cellule S degli 

individui esposti al Cd (Fig. 105).  
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102 

Figg. 102-103 - Immunolocalizzazione di MT nelle sezioni dei tubuli 

dell’epatopancreas, dopo incubazione in anticorpo TRIT-coniugato. 102. 

Porcellio laevis; si osserva un’intensa positività nel citoplasma delle cellule 

S (Cd 50 mg L
-1

, 400 X). 103. Le cellule S dei tubuli di Armadillidium 

granulatum manifestano, invece, una positività ridotta (Cd 100 mg L
-1

, 400 

x). 
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104 

105 

Figg. 104-105 - Immunolocalizzazione di MT nelle sezioni dei tubuli 

dell’epatopancreas di individui trattati con Pb 1.000 mg L
-1

, dopo 

incubazione in anticorpo TRIT-coniugato. 104. Armadillidium 

granulatum; si osserva una positività sotto forma di piccole granulazioni 

più o meno continue a carico dell’apice cellulare di alcune cellule B (400 

x). 105. Armadillidium vulgare; è evidente una marcata positività nel 

citoplasma delle cellule S (400 x). 
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 Differentemente da quanto osservato negli individui trattati con il sale di Cd, la 

risposta fornita dagli individui trattati con il sale di Pb è apparsa più marcata nella 

regione prossimale dei tubuli. 

 L’incubazione delle sezioni utilizzate come controllo negativo, omettendo 

l’impiego dell’anticorpo primario, e come controllo positivo, con preassorbimento 

dell’antigene corrispondente, ha confermato la validità dei risultati ottenuti. 

 

7.3.2 Immunolocalizzazione di Hsp70 

 Nelle sezioni dei tubuli dell’epatopancreas, prelevati dagli individui utilizzati 

come controllo, l’incubazione nell’anticorpo anti-Hsp70 ha prodotto una risposta 

moderatamente positiva rilevabile soprattutto in corrispondenza della regione apicale 

delle cellule B ed, in misura più modesta, di alcune cellule S (Fig. 106).  

 La risposta all’incubazione nell’anticorpo fornita dalle sezioni provenienti dagli 

individui trattati con le diverse concentrazioni dei due metalli ha fornito, invece, 

delle risposte chiaramente positive ma differenziate in funzione del tipo di metallo 

saggiato, della concentrazione utilizzata e della specie oggetto di indagine. 

 Per ciò che concerne il Cd, l’impiego della concentrazione meno elevata del 

metallo, non ha determinato una risposta chiaramente differente da quella evidenziata 

negli individui controllo. Negli individui trattati con le concentrazioni più elevate, 

invece, è stata sempre osservata, per tutte e tre le specie indagate, una moderata 

attenuazione della positività della superficie cellulare mentre ben più evidente è stata 

la risposta a livello del citoplasma delle cellule S, sotto forma di una fitta 

granulazione (Figg. 107, 108, 109).  

 L’espressione più consistente delle Hsp70 è stata riscontrata negli individui di 

P. laevis esposti alla concentrazione Cd 50 mg L
-1

 ed in quelli di A. vulgare esposti 

alla concentrazione Cd 100 mg L
-1

. 

 Negli individui trattati con le diverse concentrazioni del sale di Pb, le risposte 

riscontrate dopo incubazione nell’anticorpo anti-Hsp70 sono risultate, invece, 

significativamente differenti per localizzazione ed intensità rispetto a quelle 

osservate negli individui esposti al Cd. Anche per tale metallo, la positività 

all’anticorpo anti-Hsp70 delle sezioni dei tubuli degli individui trattati con le 
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106 

107 

Figg. 106-107 - Immunolocalizzazione di Hsp70 nelle sezioni dei tubuli 

dell’epatopancreas, dopo incubazione in anticorpo TRIT-coniugato. 106. 

Armadillidium granulatum individuo non trattato; si osserva una risposta 

moderatamente positiva a livello della regione apicale delle cellule B e, 

più modesta, in alcune cellule S (200 x). 107. Porcellio laevis; è evidente 

una risposta fortemente positiva a livello del citoplasma delle cellule S e 

più attenuata a livello della superficie cellulare (Cd 50 mg L
-1

, 400 x). 
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108 

109 

Figg. 108-109 - Immunolocalizzazione di Hsp70 nelle sezioni dei 

tubuli dell’epatopancreas di individui trattati con Cd 100 mg L
-1

, dopo 

incubazione in anticorpo TRIT-coniugato. Si osserva un’evidente 

risposta del citoplasma delle cellule S sottoforma di una fitta 

granulazione ed una moderata positività a livello della superficie 

cellulare (108. Armadillidium vulgare, 400 x; 109. Armadillidium 

granulatum, 400 x). 
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concentrazioni più modeste è risultata appena più marcata rispetto al quadro 

evidenziato nei tubuli degli individui non trattati. Dopo contaminazione con la 

concentrazione più elevata - Pb 500 mg L
-1

 - la positività della superficie cellulare 

appare apprezzabilmente intensificata e può essere, inoltre, osservata anche una 

moderata risposta da parte dei nuclei, in particolare di quelli delle cellule B (Fig. 

110). Nelle sezioni dei tubuli degli individui contaminati con la dose più elevata del 

metallo si è manifestata, inoltre, una chiara risposta positiva a carico del citoplasma 

di numerose cellule S (Fig. 111), ancora ben più evidente nelle sezioni dei tubuli 

degli individui di A. vulgare (Fig. 112). 

 L’incubazione delle sezioni utilizzate come controllo negativo, omettendo 

l’impiego dell’anticorpo primario, e come controllo positivo, con preassorbimento 

dell’antigene corrispondente, ha confermato la validità dei risultati ottenuti.  

 

7.4 Indagini molecolari  

L’applicazione delle metodiche di indagine molecolare già utilizzate per altre 

specie di invertebrati, tra cui anche alcune specie di crostacei decapodi, ha posto una 

serie di problemi che ha indotto a mettere in atto diversi approcci sperimentali che, 

tuttavia, non hanno consentito ugualmente il raggiungimento degli obiettivi preposti. 

Infatti, l’RNA totale estratto utilizzando il classico protocollo messo a punto da 

Chomczynski e Sacchi (1987) è risultato, alla visualizzazione su gel, chiaramente 

degradato ed inoltre, non presentava alla lettura al Nanodrop, un picco di assorbanza 

ben definito a 260 nm. La sua concentrazione è apparsa inoltre piuttosto bassa, 

nell’ordine di 0,1 μg/μl.  

La seconda prova ha prodotto un RNA mostrante un picco di assorbanza a 

diverse lunghezze d’onda ed in particolare un picco molto alto a 230 nm, indicando  

così una possibile contaminazione fenolica. La resa, inoltre, è risultata ancora una 

volta molto bassa. 

Cambiando metodo di omogeneizzazione, con la terza prova, la concentrazione 

di RNA è stata, finalmente sufficientemente adeguata, nell’ordine di 6 μg/μl; anche 

la curva di assorbanza al Nanodrop è risultata migliore anche se con un picco non 

esattamente corrispondente a 260 nm ma, bensì, a 265 nm. E’ stata sempre  
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Fig. 110 - Immunolocalizzazione di Hsp70 nelle sezioni dei tubuli 

dell’epatopancreas di individuo di Porcellio laevis trattato con Pb 500 

mg L
-1

. Si osserva un’intensa e ben apprezzabile positività della 

superficie cellulare ed una moderata risposta a livello dei nuclei, in 

particolare delle cellule B (*) (200 x). 

* 

110 
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111 

112 

Figg. 111-112 - Immunolocalizzazione di Hsp70 nelle sezioni dei tubuli 

dell’epatopancreas di individui trattati con Pb 1.000 mg L
-1

, dopo 

incubazione in anticorpo TRIT-coniugato. 111. Armadillidium 

granulatum; evidente positività a livello del citoplasma delle cellule S 

(freccia) (100 x). 112. Armadillidium vulgare; positività, ancora più 

marcata, sempre a carico del citoplasma delle cellule S (200 x). 
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osservata, inoltre, la presenza di un secondo picco a 230 nm, indicando che, seppure 

il problema della resa era stato risolto, rimaneva sempre il problema di una possibile 

contaminazione fenolica.  

L’estrazione dal pool di epatopancreas, attuata con una quarta prova, ha 

prodotto un RNA altamente concentrato che, però, ha continuato ad esibire un picco 

d’assorbanza non perfettamente corrispondente a 260 nm. Essendo ancora presente 

un alto picco a 230 nm, si è ritenuto opportuno applicare un protocollo di 

purificazione di RNA come descritto in materiali e metodi ma, inspiegabilmente, la 

lettura allo spettrofotometro è sempre risultata identica alla precedente, 

conseguentemente ad una persistente contaminazione da solventi organici. 

Il cambiamento del metodo di omogeneizzazione del pool di epatopancreas, 

basato sull’impiego del TISSUELYSER (Qiagen) e la variazione del protocollo 

originale di estrazione (vedi sezione materiali e metodi) ha consentito di ottenere  

una buona resa di RNA che, ancora una volta, tuttavia, è risultato contaminato da 

solventi organici. 

 Per ciascuna prova di estrazione, è stato sintetizzato il cDNA e quest’ultimo è 

stato utilizzato come templato nel programma di PCR. Come era facilmente 

ipotizzabile, a causa della qualità non ottimale dell’RNA estratto, tale cDNA non ha 

mai consentito l’amplificazione delle sequenze di nostro interesse e pertanto tale 

aspetto della ricerca non ha avuto esito positivo.  
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8. DISCUSSIONE 

 

I risultati delle indagini, oggetto della presente tesi di Dottorato, hanno 

confermato che gli isopodi oniscidei rappresentano un prezioso modello biologico da 

utilizzare nel monitoraggio dell’inquinamento da metalli pesanti, per la loro elevata 

capacità di bioaccumulo e per la capacità di fornire adeguate risposte biologiche 

(biomarkers) in condizioni di contaminazione ambientale.  

Le analisi condotte mediante spettrometria di massa a plasma accoppiato 

induttivamente (ICP-MS) hanno dimostrato che il bioaccumulo dei metalli si esprime 

in maniera dose dipendente ed a livelli notevolmente diversificati in relazione al 

metallo ed alla specie saggiata.  

Infatti, la quantità di Cd riscontrata negli individui di tutte e tre le specie 

studiate è risultata sempre significativamente più elevata rispetto a quella delle foglie 

di castagno trattate con le diverse concentrazioni dei sali del metallo utilizzate come 

cibo; livelli particolarmente elevati del contenuto in Cd hanno caratterizzato, in 

particolare, gli individui di P. laevis, per i quali la contaminazione con la 

concentrazione più elevata del metallo ha determinato la morte di tutti gli esemplari 

trattati.  

La risposta alla contaminazione da Pb, in termini di bioaccumulo, si è rivelata, 

al contrario, ben più modesta da parte di tutte e tre le specie indagate e per tutte le 

concentrazioni del metallo utilizzate anche se, come per il Cd, è apparsa specie-

specifica; P. laevis ha rappresentato la specie caratterizzata dal più modesto livello di 

bioaccumulo del metallo, mentre A. vulgare ha espresso la più spiccata capacità di 

accumulare Pb, soprattutto alla concentrazione più elevata tra quelle saggiate. 

Alcune considerazioni interessanti riguardano la quantità dei metalli (espressa 

in µg/g di peso secco) riscontrata negli animali trattati con le diverse concentrazioni 

utilizzate per la contaminazione del cibo; i valori ottenuti con la presente indagine 

risultano compresi, per quanto riguarda il Cd, tra circa 18 e 40 µg/g di peso secco per 

la concentrazione più bassa impiegata e tra 130 e 230 µg/g di peso secco per quelle 

più elevate; valori significativamente più bassi, come già accennato, sono stati 

riscontrati per il Pb, compresi tra 2,5 e 4,0 µg/g di peso secco per la concentrazione 

più bassa somministrata e tra 28 e 54 µg/g di peso secco per quella più elevata. Tali 
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valori sono in accordo con quelli riportati da Hopkin et al. (1986) per gli individui di 

Porcellio scaber provenienti da siti fortemente contaminati, localizzati in prossimità 

di aree minerarie dismesse nel sud-est dell’Inghilterra. Sono, invece, completamente 

in disaccordo con quelli riportati, sempre per P. scaber, da Kӧhler et al. (1996) che in 

un’indagine sperimentale, basata sul metodo di contaminazione del cibo e 

sull’impiego di concentrazioni dei metalli pari a quelle utilizzate nella presente 

ricerca, hanno riscontrato livelli del contenuto in cadmio compresi tra circa 100 e 

200 µg/g di peso secco e addirittura tra 75 e oltre 250 µg/g di peso secco per quanto 

riguarda il piombo. Ancora più considerevole appare il divario tra i valori relativi al 

contenuto in metalli delle foglie trattate con le diverse concentrazioni dei sali da 

parte di Kӧhler et al. e nella presente ricerca; a fronte di valori del contenuto in Cd 

compresi, per le diverse concentrazioni del metallo utilizzate, tra 9 e 90 µg/g di peso 

secco, e del contenuto in Pb, compresi tra 87 e oltre 900 µg/g di peso secco, 

riscontrati nella presente indagine, Kӧhler et al., invece, hanno riportato valori ben 

più elevati, rispettivamente compresi tra 57 e 418 µg/g di peso secco per il Cd e tra 

517 ed, addirittura, oltre 7.000 µg/g di peso secco per il contenuto in Pb.  

In conclusione alla luce dei risultati ottenuti, A. vulgare appare un ottimo 

candidato quale bioindicatore e bioaccumulatore dell’inquinamento da piombo 

mentre P. laevis potrebbe rappresentare, tra le specie saggiate, quella più idonea nel 

monitoraggio dell’inquinamento da cadmio, ma soltanto nei casi in cui la presenza di 

tale metallo non raggiunga livelli letali per tale specie. 

Le indagini condotte a livello morfologico, istologico ed ultrastrutturale 

dell’epatopancreas degli individui sottoposti per 21 giorni al regime alimentare con 

cibo non contaminato o contaminato con le diverse concentrazioni di cadmio e 

piombo, hanno dimostrato che negli individui non trattati la generale morfologia e 

l’organizzazione ultrastrutturale dell’epatopancreas ripropongono le caratteristiche 

già note in letteratura per altre specie di isopodi oniscidei (Alikhan, 1971; Clifford e 

Witkus, 1971; Storch, 1982, 1984; Storch e Štrus, 1989; Wagele, 1992) mentre, negli 

individui trattati sono stati evidenziati quadri di alterazioni chiaramente correlati alla 

concentrazione del metallo utilizzata, in larga parte del tutto sovrapponibili, per 

ciascuno dei metalli saggiati, nelle tre specie di oniscidei studiate.  
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La contaminazione con le concentrazioni più basse dei due metalli non ha 

prodotto, se non in misura molto limitata, effetti sulla generale morfologia dei tubuli 

dell’epatopancreas né, tanto meno, apprezzabili alterazioni della struttura istologica 

dei tubuli stessi. La somministrazione delle concentrazioni più elevate ha, invece, 

determinato un’alterazione della morfologia dei tubuli, in misura dose-dipendente ed 

in modo quasi del tutto sovrapponibile per i due diversi metalli saggiati.  

Le alterazioni morfologiche più ricorrenti, evidenziate al microscopio 

elettronico a scansione, hanno riguardato una variazione dell’andamento delle spirali 

dei tubuli che risulta del tutto irregolare, un’alterazione della morfologia delle 

diverse spire che assumono un aspetto estremamente irregolare dando luogo, spesso, 

alla formazione di protrusioni sporgenti notevolmente dalla superficie dei tubuli. 

Anche la regione basale delle cellule, che nei tubuli degli individui non trattati, 

sporge moderatamente alla superficie dei tubuli, in quelli degli individui trattati con 

le concentrazioni più elevate dei metalli, protrude in modo sensibilmente più 

apprezzabile. 

Tali alterazioni sono chiaramente apprezzabili anche nelle sezioni istologiche 

dove, sempre a carico degli individui trattati con le concentrazioni più elevate dei 

metalli, è possibile osservare una pronunciata irregolarità del profilo dei tubuli 

associata ad una diminuzione del loro diametro ed, inoltre, quadri di alterazione 

dell’aspetto dell’epitelio dell’organo che riguardano, soprattutto, segni di crescente 

disorganizzazione sotto forma di progressiva condensazione del citoplasma di alcune 

cellule e di vacuolizzazione più o meno estesa di aree citoplasmatiche di altre cellule; 

particolarmente evidente diventa nelle cellule S il progressivo accumulo di 

granulazioni dense, quasi certamente riconducibili ai granuli di accumulo dei metalli 

di origine lisosomiale già descritti da Hopkin (1989) in P. scaber.  

Anche a livello ultrastrutturale le alterazioni citologiche, conseguenti alla 

somministrazione della concentrazione più bassa dei sali di cadmio e piombo, sono 

state evidenziate solo occasionalmente ed hanno riguardato un numero ridotto di 

entrambi i tipi di cellule epiteliali presenti nella parete dei tubuli, mentre dopo 

contaminazione con le più elevate concentrazioni dei metalli i quadri di alterazione 

citologica sono apparsi progressivamente più evidenti o, addirittura, drammatici e 

largamente indipendenti dal tipo di metallo somministrato. 
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Gli aspetti più significativi hanno riguardato: 

 La progressiva disorganizzazione dell’orletto microvillare che rappresenta, 

indubbiamente, il primo bersaglio dell’azione esercitata da entrambi i metalli; bassi 

livelli di contaminazione si traducono soltanto in un moderato diradamento dei 

microvilli che appaiono più corti e leggermente deformati nel loro profilo; 

concentrazioni più elevate dei metalli determinano una loro progressiva alterazione 

sotto forma, dapprima, di una loro vescicolazione e, successivamente di una totale 

loro disorganizzazione e scomparsa che coinvolge anche il citoscheletro sottostante. 

Questi quadri appaiono sovrapponibili a quelli già precedentemente descritti da 

Storch e Lehnert-Moritz (1980) per l’epatopancreas degli individui di Ligia oceanica 

sottoposti a un prolungato digiuno ed hanno un’ovvia ricaduta sulla capacità di 

assorbimento dei nutrienti messa in atto dall’epatopancreas, quale importante organo 

metabolico di tali animali (Clifford e Witkus, 1971).  

Preliminari osservazioni condotte sugli effetti della contaminazione da 

mercurio in Ligia italica (Longo et al., comunicazione personale), che produce un 

effetto distruttivo sul rivestimento microvillare delle cellule dell’epatopancreas, 

hanno evidenziato una forte riduzione del peso corporeo degli individui, determinato, 

anche in questo caso, da una compromessa capacità di assorbimento delle sostanze 

nutritive. 

 Una marcata riduzione del labirinto formato dalla membrana plasmatica in 

sede basale, labirinto ben sviluppato nelle cellule degli individui non trattati; tale 

alterazione ha riguardato solo una parte delle cellule epiteliali, in particolare delle 

cellule B, e solo degli individui trattati con le più elevate concentrazioni di Cd e Pb; 

il dato risulta essere difforme rispetto a quanto osservato da Kӧhler et al. (1996) che, 

in P. scaber, non hanno mai riscontrato una modificazione significativa del labirinto 

basale, neanche dopo impiego delle concentrazioni più elevate dei metalli saggiati.  

 La condensazione di aree più o meno estese del citoplasma, alterazione più 

frequente a carico delle cellule B che nella loro regione superficiale appaiono spesso 

notevolmente impoverite nel numero di organuli endocellulari. Secondo Kӧhler et al. 

(1996) tale condensazione, evidenziata anche nell’epatopancreas di P. scaber, 

sarebbe dovuta ad un cambiamento della osmolarità cellulare che determinerebbe 

un’inadeguata fissazione del citoplasma, effetto osservato anche nei diplopodi 
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(Kӧhler e Alberti, 1992). Il problema di una cattiva fissazione dei tubuli dell’ 

epatopancreas degli individui trattati con elevate concentrazioni dei metalli si è 

frequentemente posto anche nel corso della presente ricerca. 

 Alterazioni a carico del RER; così come affermato da Smuckler e Arcasoy 

(1969) e successivamente confermato da Triebskorn e Kӧhler (1992), tale organulo è 

caratterizzato da una notevole plasticità e risponde facilmente a diverse 

modificazioni dell’ambiente cellulare. Il trattamento con le concentrazioni più 

elevate di Cd ha determinato una risposta differenziata, pur se in misura variabile, da 

parte delle cellule dell’epitelio dell’organo nelle tre specie saggiate, risposta che si è 

manifestata sotto forma di una caratteristica disposizione parallela delle cisterne in A. 

vulgare, sotto forma di spire concentriche in P. laevis ed in una evidente dilatazione 

delle cisterne in A. granulatum. Aspetti sovrapponibili a quelli sopra descritti sono 

stati osservati anche da Kӧhler et al. (1996) in P. scaber ed appaiono largamente 

sovrapponibili a quelli riferiti da Storch (1982) per gli individui di altre specie di 

oniscidei sottoposti a prolungato digiuno.  

 Alterazioni a carico dei mitocondri; sono state osservate per lo più negli 

individui trattati con le concentrazioni più elevate dei metalli: nelle cellule B si sono 

sempre manifestate sotto forma di un loro rilevante rigonfiamento accompagnato da 

una riduzione considerevole, in alcuni casi pressoché totale, delle loro creste. Nelle 

cellule S, invece, gli effetti più significativi del bioaccumulo dei metalli a carico dei 

mitocondri si sono manifestate quasi sempre soltanto negli individui trattati con le 

più elevate concentrazioni di piombo e con aspetti del tutto contrapposti; i 

mitocondri, infatti, sono andati incontro a spiccati fenomeni di condensazione ed 

all’acquisizione di una morfologia profondamente irregolare che li ha condotti ad 

assumere in molti casi un aspetto filiforme.  

 Incremento nel numero di vescicole a contenuto eterogeneo, 

verosimilmente riconducibili a lisosomi secondari, corpi lamellari e corpi 

multivescicolari: questo tipo di alterazione, non necessariamente patologica ma 

certamente sintomo di uno stato di sofferenza cellulare, potrebbe essere associata con 

i processi degenerativi osservati a carico della membrana plasmatica e di organelli 

quali il RER ed i mitocondri conseguenti all’incorporazione di piombo e, soprattutto, 

di cadmio.  
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 Degradazione delle riserve di lipidi; tale effetto, correlato a quello appena 

sopra descritto, si manifesta sotto forma di una evidente riduzione nella quantità e 

nelle dimensioni delle gocce lipidiche presenti nelle cellule B, in particolar modo 

negli individui sottoposti a contaminazione con le concentrazioni più elevate di 

cadmio. Spesso, in diverse cellule, alla periferia delle gocce lipidiche è stata 

osservata la presenza di piccoli ammassi elettrondensi riconducibili secondo Kӧhler 

et al. (1996) ad accumuli di lipofuscine. Secondo tali autori, la degradazione del 

contenuto lipidico delle cellule B rappresenterebbe l’espressione di una 

mobilitazione delle riserve energetiche in risposta al ridotto assorbimento di nutrienti 

da parte dell’epitelio dell’organo, conseguente al danno a carico dell’orletto 

microvillare. Quadri simili sono, infatti, stati riscontrati anche a carico 

dell’epatopancreas degli individui di Littorina littorea (Mollusca, Gasteropoda) 

sottoposti a contaminazione da cadmio e rappresenterebbero un effetto sub-letale 

conseguente all’esaurimento delle riserve energetiche dovuto all’azione di tossine 

ambientali. 

 La condensazione della cromatina: tale alterazione, appena percettibile solo 

in alcune cellule B ed S dell’epatopancreas degli individui trattati con le 

concentrazioni più basse di cadmio e piombo, diventa sempre più consistente in un 

numero progressivamente crescente di cellule con l’aumentare dell’accumulo dei 

metalli sino  a tradursi in estesi fenomeni di picnosi nucleare; così come ipotizzato da 

Storch (1982), tale aspetto va interpretato come un sintomo patologico di necrosi 

cellulare. Infatti, come già evidenziato in numerose specie di isopodi (Storch, 1982, 

1984), periodi prolungati di digiuno portano a simili cambiamenti nucleari. Così 

come osservato nella presente indagine, alcune cellule vanno addirittura incontro a 

totale disorganizzazione ed il loro contenuto si riversa nel lume sotto forma di 

vescicolazioni di vario aspetto e dimensioni frammiste ad accumuli di materiale 

elettrondenso. 

La condensazione della cromatina rappresenterebbe, secondo Kӧhler et al. 

(1996), uno dei più efficaci elementi di diagnosi della contaminazione da cadmio e 

piombo, in quanto facilmente osservabile anche a livello di microscopia ottica. 

 L’aumento nelle cellule S del numero di granuli di accumulo dei metalli 

che, dopo contaminazione con le concentrazioni più elevate di cadmio e piombo, 



V. Mazzei    8. Discussione 

 

 

 
135 

diventano talmente numerosi da infarcire pressoché totalmente il corpo cellulare. 

Tale aspetto, già evidenziato in altre specie di isopodi (Hopkin, 1989), deriva dal 

progressivo accumulo di materiale elettrondenso all’interno di vescicole 

membranose. 

L’aspetto dei granuli  varia nelle diverse cellule S; in alcune cellule contengono 

un materiale elettrondenso perifericamente e finemente granulare e più o meno 

abbondante al loro interno; in altre cellule i granuli appaiono, invece, totalmente 

ripieni di materiale fortemente elettrondenso. Il primo aspetto corrisponderebbe ai 

granuli di tipo B/A , il secondo corrisponderebbe, invece, ai granuli di tipo B descritti 

da Hopkin (1990). 

Questo tipo di granuli non è esclusivo degli isopodi ma è stato riscontrato 

anche in tessuti ed organi diversi di lombrichi, acari, insetti, ragni e gasteropodi 

(Hopkin, 1989; Dallinger, 1993). La presenza di tali granuli non è legata soltanto 

all’accumulo di metalli pesanti ma è normalmente espressa anche negli individui non 

contaminati dove sono adibiti all’accumulo di metalli quali rame, zinco necessari per 

le attività fisiologiche dell’organismo; al loro interno sembrerebbero essere presenti 

numerosi residui di metallotioneine coinvolte nel legame con i metalli e nella 

neutralizzazione del loro effetto tossico (Jeantet et al., 1980; Morgan e Morris, 1982; 

Hopkin e Martin, 1984). Secondo Dallinger (1993) tali granuli sarebbero di probabile 

origine lisosomiale, come suggerito dalla presenza al loro interno di fosfatasi acida. 

Il loro significato, in quanto sede di accumulo dei metalli, sarebbe identificabile in 

un’efficiente via di detossificazione, ben più efficace rispetto al trasporto attivo e 

conseguente escrezione per via fecale (Simkiss, 1976, 1977). 

Nella loro indagine ultrastrutturale sugli effetti della contaminazione da 

cadmio, piombo e zinco dell’epatopancreas di P. scaber, Kӧhler et al. (1996) hanno 

descritto anche la presenza di precipitati di materiale elettrondenso a livello delle 

membrane intracellulari, effetto considerato dai suddetti autori come un probabile 

artefatto legato ai processi di fissazione. Nella presente indagine, una cospicua 

presenza di materiale elettrondenso all’interno delle cisterne del RER e della cisterna 

perinucleare è stata osservata solo nelle cellule S degli individui di P. laevis trattati 

con le concentrazioni più elevate di piombo; nessun precipitato elettrondenso è stato 

mai riscontrato nell’epatopancreas delle due specie del genere Armadillidium. Tale 
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aspetto ci induce a ritenere che la presenza di tali precipitati intramembranosi, 

esclusivamente evidenziati nelle cellule  delle specie del genere Porcellio, non debba 

rappresentare un artefatto, come ritenuto da Kӧhler et al. (1996), ma una peculiare e 

specifica modalità di accumulo di tale metallo. 

A conclusione della loro indagine, Kӧhler et al. (1996) sostengono che le 

alterazioni ultrastrutturali evidenziate a carico dell’epitelio dell’epatopancreas 

potrebbero essere utilizzate come biomarkers per la valutazione dell’esposizione sub 

cronica ai metalli pesanti presenti nell’ambiente. Poiché come più volte ricordato 

nella presente tesi, così come del resto anche nel lavoro degli stessi Kӧhler et al., 

molte di tali alterazioni ultrastrutturali caratterizzano anche l’epatopancreas degli 

oniscidei sottoposti a prolungato digiuno, il loro impiego quali biomarkers della 

contaminazione ambientale da metalli pesanti può essere validato solo da una 

conferma analitica della presenza di tali metalli nell’epatopancreas degli animali. 

Come è da tempo ben noto, gli effetti tossici derivati dal bioaccumulo di metalli 

pesanti vengono in parte neutralizzati in tutti gli organismi viventi mediante la messa 

in atto di strategie di detossificazione che nelle piante appaiono estremamente 

diversificate ma che, in larga misura si basano sul legame dei metalli con proteine 

appositamente espresse in loro risposta che ne attuano la neutralizzazione, 

generalmente attraverso un meccanismo di chelazione, quali fitochelatine (PC) e/o 

metallotioneine (MT) (Hall, 2002). Negli animali, la detossificazione dai metalli 

pesanti si basa quasi esclusivamente sull’espressione di metallotioneine o proteine 

metallotioneine simili. Recentemente, è stato però dimostrato che geni simili a quelli 

presenti nei vegetali, capaci di esprimere PCsintasi, sono stati ritrovati anche in 

Caenorhabditis elegans ed in Dictyostelium discoideum (Cobbett e Goldsbrough, 

2002), scoperta che ha aperto così la strada verso una revisione delle conoscenze 

relative alle strategie di detossificazione messe in atto dagli animali.  

Il ruolo originario delle MT, presenti in organismi appartenenti a quasi tutti i 

vari phyla animali (Kojima e Hunziker, 1991), è stato da sempre ritenuto quello di 

interagire con i cosiddetti metalli traccia, quali rame e zinco, necessari per le 

numerose attività fisiologiche dell’organismo; il rilascio nell’ambiente di metalli 

tossici naturalmente presenti o conseguente alle attività antropiche ha indotto le 
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cellule degli organismi soggetti a tale contaminazione ad utilizzare le metallotioneine 

come meccanismo di difesa nei confronti dei metalli pesanti. 

Per quanto riguarda i crostacei, ben nove differenti forme di MT sono state 

identificate e sono presenti nel database Swiss-Prot. Tutte le nove MT sono state 

identificate esclusivamente nei crostacei decapodi (Brouwer et al., 1989, 1991, 

1992b; Pedersen et al., 1994; Syring et al., 2000) e nessun altra sicura informazione a 

tale riguardo è disponibile per tutti gli altri gruppi di crostacei, compresi quindi gli 

isopodi (Dallinger e Prosi, 1986; Van Capelleveen, 1987; Donker et al., 1990). 

Un altro importante obiettivo della presente tesi è stato, pertanto, quello di 

cercare di dimostrare che anche negli isopodi oniscidei sono presenti MT e se il 

bioaccumulo di metalli pesanti si traduce in una loro aumentata espressione. 

Un primo approccio metodologico si è basato sull’applicazione, su sezioni 

istologiche dei tubuli dell’epatopancreas degli animali trattati, di metodiche di 

immunolocalizzazione basate sull’utilizzazione, rispettivamente, di anti-MT mouse 

monoclonal primary antibody e di anti-Hsp70 mouse monoclonal primary antibody.  

I risultati così ottenuti sembrano meritevoli di interesse; nelle sezioni dei tubuli 

degli individui non trattati, infatti, la positività all’anticorpo anti-MT è stata moderata 

e limitata alla regione basale di alcune cellule S ed ai loro nuclei ma, anche, di alcune 

cellule B a dimostrazione che tali proteine vengono fisiologicamente espresse nelle 

cellule dell’organo ed a conferma che la loro localizzazione è prevalentemente 

citoplasmatica (Cherian, 1994) anche se possono trovarsi pure in altri compartimenti 

cellulari quali, ad esempio, i nuclei di cellule in attiva proliferazione (Cherian, 1994; 

Ogra e Suzuki, 2000). Nei tubuli degli individui trattati con le diverse concentrazioni 

dei metalli, invece, la positività all’anticorpo è risultata ben più marcata in maniera 

correlata alla concentrazione e si è manifestata in modo indipendente dalla specie 

considerata ma con aspetti profondamente diversi in relazione al metallo saggiato. 

Così, nei tubuli degli individui trattati con il cadmio, la localizzazione della 

marcatura ha interessato quasi esclusivamente il citoplasma delle cellule S sotto 

forma di granulazioni presenti in larga parte del citoplasma, marcatura che è apparsa 

particolarmente intensa negli individui di P. laevis trattati con la concentrazione Cd 

50 mg L
-1

. Una marcatura positiva, anche se espressa con intensità variabile, è stata 

osservata sporadicamente a carico del nucleo delle cellule S e più frequentemente ha 
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riguardato il nucleo delle cellule a livello delle quali è stata talvolta osservata anche 

una debole e discontinua positività anche in corrispondenza della loro superficie 

apicale. 

 Assolutamente diversa è stata, invece, per localizzazione ed intensità, la 

risposta osservata nei tubuli degli individui trattati con le diverse concentrazioni di 

piombo; infatti, la positività all’anticorpo anti-MT è risultata quasi sempre 

esclusivamente espressa in corrispondenza della superficie apicale sia delle cellule B 

sia delle cellule S, sotto forma di una serie più o meno continua di sottili granulazioni 

e, solo occasionalmente, nel citoplasma di alcune cellule S, dove sono stati osservati 

addensamenti di strutture granulari simili a quelle osservate nelle stesse S degli 

individui esposti al Cd. Tale peculiare localizzazione delle MT potrebbe trovare una 

spiegazione nel fatto che l’attività di detossificazione del piombo sembra realizzarsi 

attraverso il rilascio di parte del citoplasma apicale sotto forma di numerose 

vescicole spesso contenenti un materiale elettrondenso che potrebbe corrispondere ad 

accumuli del metallo complessati con le metallotioneine. Il fatto che tale 

vescicolazione riguardi soprattutto le cellule B, mentre l’accumulo del piombo 

avviene soprattutto a carico delle cellule S, potrebbe trovare una spiegazione, così 

come ipotizzato da  Kӧhler et al. (1996), in un possibile meccanismo di scambio del 

metallo tra i due tipi cellulari dell’epitelio o potrebbe, altresì, essere dovuto ad un 

effetto secondario aspecifico dell’impatto del metallo che influenza il metabolismo 

dell’intero tessuto. 

 Mentre negli individui trattati con il cadmio, nessuna differenza significativa è 

stata riscontrata tra le diverse regioni dei tubuli dell’epatopancreas, la positività della 

risposta fornita dagli individui trattati con il piombo è apparsa più marcata nella 

regione prossimale dei tubuli. 

L’incubazione delle sezioni utilizzate come controllo negativo ha validato la 

veridicità dei risultati ottenuti. 

I risultati basati sull’utilizzazione dei metodi di immunolocalizzazione 

mediante impiego di anticorpo anti-MT potrebbero, da soli, essere giudicati non del 

tutto sufficienti a testimoniare l’effettiva presenza di metallotioneine, presenza che 

dovrebbe essere convalidata mediante approcci metodologici più esaustivi quali 

quelli molecolari. Sulla base di tale presupposto, un’ulteriore fase della ricerca ha 
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avuto come obiettivo il tentativo di identificare e sequenziare il gene responsabile 

dell’espressione delle metallotioneine; questo aspetto della ricerca non ha, purtroppo, 

prodotto risultati positivi a causa della qualità non ottimale dell’RNA estratto che, 

nonostante tutte le variazioni possibili del protocollo d’estrazione messe in atto, è 

risultato sempre contaminato da fenoli, contaminazione che non ha consentito di 

proseguire nelle ulteriori tappe del processo. 

 Quello messo in atto nella presente ricerca non è stato il primo tentativo rivolto 

a dimostrare l’espressione e la caratterizzazione delle MT negli isopodi oniscidei; già 

nel 2002, una ricerca di Knigge et al., rivolta all’identificazione in Oniscus asellus di 

una MT di legame per il cadmio e del gene responsabile della sua espressione - 

ricerca condotta mediante FPLC/reversed phase HPCL e MALDI-TOF e mediante 

un approccio genetico basato rispettivamente sull’impiego di primers degenerati 

dedotti da MT mRNA di crostacei e di sequenze amminoacidiche mitocondriali 

mediante RT-PCR - ha indotto tali autori ad affermare che anche negli oniscidei era 

presente una proteina di legame per il cadmio oppure una proteina indotta dal 

metallo. A tali risultati, riportati in un abstract presentato in una sessione del 

congresso della SETAC (Society for Environmental Toxicology and Chemistry), non 

ha fatto seguito alcuna pubblicazione a stampa né, tanto meno, sono presenti in 

letteratura ulteriori lavori sull’argomento, il che induce a ritenere che i risultati di cui 

sopra, non sono stati ritenuti, da parte degli stessi autori, meritevoli di ulteriore 

considerazione. 

 Una successiva ricerca di Ţnidaršič et al. (2005), condotta su individui di P. 

scaber esposti alla contaminazione con zinco e basata su gel filtrazione su colonne di 

Sephadex G-75 del supernatante postmicrosomale dell’intestino e successiva HPLC 

delle frazioni così ottenute, ha consentito di identificare la presenza nelle cellule 

intestinali dell’isopode di proteine di legame per il rame e per lo zinco a basso peso 

molecolare, il cui picco di assorbanza a 215 nm coincideva con il picco di assorbanza 

della MT II di coniglio; Ţnidaršič et al. concludevano che i risultati della loro ricerca 

rappresentavano il primo contributo relativo alla caratterizzazione di “proteine MT-

simili” negli isopodi.  

 Se la questione relativa alla presenza negli isopodi oniscidei di MT o di 

proteine MT-simili rimane ancora aperta, incertezze ancora maggiori riguardano la 
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natura delle proteine di legame per alcuni metalli pesanti quali il piombo nei 

confronti del quale sembrerebbe essere necessaria, così come dimostrato per altre 

specie animali, l’espressione di specifiche proteine di legame.  

 Una ricerca di Ikebuchi et al. (1986),  condotta sul fegato di ratti sottoposti alla 

somministrazione di acetato di piombo, ha avuto come risultato la simultanea 

induzione dell’espressione di una zinco-tioneina (Zn-BP) e di una proteina di legame 

per il piombo MT-simile (Pb-BP). Mentre la Zn-tioneina risultava essere identica alla 

Zn-MT II di ratto, la Pb-BP è risultata contenere una quantità di residui di cisteina 

leggermente inferiore (circa il 28%) e una piccola quantità di fenilalanina, 

probabilmente derivante da contaminazione; in conclusione, la Pb-BP di ratto può 

essere considerata una proteina a basso peso molecolare, ricca in residui di cisteina, 

MT-simile. 

Infine, poiché il bioaccumulo di metalli pesanti rappresenta certamente un 

importante fattore di stress per le cellule che lo subiscono, un ultimo aspetto della 

ricerca è stato rivolto ad evidenziare, mediante metodi di immunolocalizzazione 

basati sull’impiego di anti-Hsp70 mouse monoclonal primary antibody, l’espressione 

nelle cellule dell’epitelio dell’epatopancreas delle heat shock proteins (Hsp) ed in 

particolare di Hsp70. 

 I risultati ottenuti hanno dimostrato che il bioaccumulo di cadmio e piombo non 

solo determina l’espressione di Hsp70 ma anche che tale espressione risulta essere 

chiaramente differenziata in funzione del tipo di metallo saggiato, della 

concentrazione utilizzata e della specie oggetto di indagine. Mentre negli individui 

non trattati, la marcatura con l’anticorpo appare localizzata quasi esclusivamente in 

corrispondenza della superficie apicale delle cellule B ed, in misura più modesta, 

delle cellule S, in quelli trattati con le concentrazioni più elevate dei metalli 

l’espressione di Hsp70 si è moderatamente attenuata in corrispondenza della 

superficie cellulare divenendo chiaramente evidente nel citoplasma delle cellule S, 

sotto forma di una fitta granulazione, sovrapponibile a quella evidenziata nelle stesse 

cellule dopo incubazione nell’anticorpo anti-MT. La marcatura più consistente è stata 

osservata negli individui di P. laevis trattati con la concentrazione Cd 50 mg L
-1

 ed in 

quelli di A. vulgare trattati con la concentrazione Cd 100 mg L
-1

. 
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 Negli individui trattati con le concentrazioni più elevate di Pb, invece, la 

positività della superficie cellulare, già osservabile anche negli individui non trattati, 

appare progressivamente più intensa ed, inoltre, anche i nuclei, specialmente quelli 

delle cellule B, appaiono moderatamente marcati dall’anticorpo. Nelle sezioni dei 

tubuli degli individui contaminati con la dose più elevata del metallo è stata 

osservata, inoltre, una  risposta positiva a carico del citoplasma di numerose cellule 

S, evidente, soprattutto, negli individui di A. vulgare, capaci di un maggiore 

bioaccumulo di tale metallo. 

 La localizzazione di Hsp70, in corrispondenza della superficie cellulare, non 

rappresenta una caratteristica peculiare delle cellule dell’epatopancreas degli 

oniscidei ma sembra essere una localizzazione comune nell’espressione della 

proteina in risposta a vari tipi di stress; infatti, in una recente ricerca, basata su un 

approccio immunoistochimico, di Poltronieri et al. (2008) anche negli individui di 

Cyprinus carpio sottoposti a stress da trasporto, è stata evidenziata una chiara 

positività alle Hsp70 nel citoplasma apicale e nell’orletto a spazzola delle cellule 

epiteliali dei tubuli renali, dell’epitelio branchiale e dell’epidermide. 

 Negli individui che esprimono i più elevati livelli di positività all’anticorpo 

anti-Hsp70, la presenza della proteina è stata osservata anche in corrispondenza delle 

granulazioni presenti nel citoplasma delle cellule S, localizzazione sovrapponibile a 

quella osservata dopo marcatura con l’anticorpo anti-MT; tale localizzazione sembra 

coincidere con quella dei granuli di accumulo dei metalli, granuli B di Hopkin 

(1989), ritenuti di origine lisosomiale.  

 I risultati di varie ricerche (Cuervo et al., 1995; Reggiori e Klionsky, 2002; 

Dice et al., 2003) stanno ad indicare che i membri citosolici della famiglia delle 

Hsp70 ricoprono un ruolo importante nella CMA (Chaperon Mediated Autophagy), 

un percorso autofagico basato sulla formazione di vacuoli autofagici (autofagosomi) 

e responsabile della sopravvivenza delle cellule sottoposte a stress termico o a 

digiuno prolungato; in tale percorso, le Hsp70, insieme ad altri chaperoni molecolari, 

avrebbero il ruolo di determinare la denaturazione dei substrati proteici prima della 

loro dislocazione all’interno dei lisosomi. La proteolisi selettiva delle proteine 

citosoliche realizzata dalla CMA fornirebbe una disponibilità di amminoacidi in 
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grado di rappresentare una fonte di energia atta a garantire la sopravvivenza della 

cellula, così come dimostrato nei pesci da Yamashita et al. (2010).  

 Poiché la contaminazione esercitata dalle alte concentrazioni dei metalli 

produce negli isopodi oniscidei la manifestazione di effetti largamente sovrapponibili 

a quelli conseguenti ad un prolungato digiuno (Storch. 1982, 1984; Štrus et al., 

1985), la localizzazione di Hsp70 in corrispondenza dei granuli di accumulo dei 

metalli, considerata la loro derivazione lisosomiale, troverebbe, alla luce di quanto 

sopra riferito, una valida giustificazione. 
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9. CONCLUSIONI 

 

 I risultati della presente tesi di Dottorato hanno confermato l’opportunità di una 

proficua utilizzazione degli isopodi oniscidei come bioaccumulatori e bioindicatori 

nei programmi di monitoraggio ambientale rivolti alla valutazione della 

contaminazione da metalli pesanti.  

 Confermando quanto primariamente affermato da Hopkin (1990), la capacità di 

bioaccumulo dei diversi metalli è risultata essere specie-specifica e, pertanto, 

l’utilizzazione di tali animali nei programmi di biomonitoraggio deve essere 

preceduta dalla conoscenza della risposta fornita da ciascuna specie nei confronti di 

ciascun metallo pesante. 

 Secondo Kӧhler et al. (1996), le alterazioni ultrastrutturali indotte a carico delle 

cellule dell’epatopancreas degli oniscidei dai metalli pesanti possono essere utilizzate 

come efficaci biomarkers della esposizione subletale ai metalli stessi; poiché, così 

come peraltro sottolineato dai suddetti autori, buona parte di tali alterazioni mima 

quelle determinate da un prolungato digiuno e poiché, inoltre, tali alterazioni, come 

dimostrato dalla presente ricerca, appaiono in parte sovrapponibili e nelle diverse 

specie studiate e quale effetto dei diversi metalli saggiati, non sembra affidabile 

attribuire ad esse un valore assoluto quali biomarkers se non accompagnate da dati 

derivanti dall’analisi relativa al contenuto in metalli dell’organismo. 

 La fase della ricerca basata sui metodi di immunolocalizzazione delle MT e 

sulle successive indagini molecolari non ha, ancora una volta, fornito una risposa 

esaustiva circa l’effettiva presenza negli isopodi di tali proteine o, piuttosto, di 

proteine di legame per i metalli MT-simili; il fatto che, sino ad oggi, nonostante i 

tentativi messi in atto da diversi gruppi di ricerca non si siano ancora ottenuti  

risultati definitivi lascia supporre che i protocolli sperimentali che hanno consentito 

di caratterizzare le MT negli altri gruppi di invertebrati, ivi compresi i crostacei 

decapodi, non siano idonei al conseguimento di risultati altrettanto soddisfacenti per 

gli isopodi oniscidei.  
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