ntroduzione
Negli ultimi decenni, lo svilup-
po scientifico e tecnologico ha
particolarmente favorito la pro-
duzione su scala industriale di
una gamma sempre maggiore
di nuove sostanze che non han-
no alcun riscontro in natura. Nota
e significativa ¢ la sintesi dei com-
posti organoclorurati, usati come
insetticidi (DDT, eldrin, dieldrin,
lindano, clordano, ecc.) che, pur
essendo stati messi al bando da un
ventennio, si riscontrano ancora ad
elevate concentrazioni in organi-
smi acquatici (Galassi ef al., 1994;
Bressa ef al., 1995; 1996).
Un’altra categoria di xenobiotici,
che ha recentemente suscitato un
forte interesse a livello industriale,
& rappresentata dai composti stan-
norganici. Essi vengono utilizzati
come principi antivegetativi per le-
gno, carta e tessuti, come fungici-
di, molluschicidi e acaricidi ed in-
fine come stabilizzatori del PVC ¢
additivi in gomme al silicone (OMS,
1990). Con 'aumento del consu-
mo di tali prodotti chimici nei vari
settori di applicazione, sta crescen-
do nel mondo scientifico la preoc-
cupazione per I'impatto ambienta-
le, in particolar modo per quello
acquatico, che ne conseguirebbe se
impiegati su larga scala.
A tal fine ci si € proposti di studia-
re gli effetti biologici, in partico-
lar modo quelli che coinvolgono il
sistema immunitario di una specie
ittica, la carpa (Cyfrinus carpio),
esposta ad un composto stannor-
ganico (il ributilstagno cloruro o
TBTC). Esso rappresenta il princi-
pio attivo di numerose vernici an-
tivegetative impiegate per proteg-
gere superfici immerse in acqua
(scafi, tubature, reti, boe, ecc.) dal-
I'attacco di alghe ed organismi in-
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EFFETTI BIOLOGICI DEL
TRIBUTILSTAGNO CLORURO(TBTC)
N CARPA (CypPrINUS cARPIO LL.)

vertebrati bentonici.

La carpa & specie ittica caratteri-
stica di tutti i corpi d’acqua dolce
europei. La sua regione di origine
¢ quella che si estende dalla regio-
ne balcanica all’Asia orientale. Per
le sue caratteristiche eurialine ¢ pre-
sente anche in ambienti salmastri.

I composti stannorganici

I composti stannorganici costitui-
SCONO UN Eruppo piuttosto esteso
di sostanze, nelle quali ¢ presente
almeno un legame tra un atomo di
stagno e uno di carbonio (OMS,
1990). Nella maggioranza dei casi
lo stagno € presente nello stato di
ossidazione 4°. Si conoscono quat-
tro serie di composti, la cui strut-
tura puo essere rappresentata con
le seguenti formule generali: R Sn,
R.SnX, RSnX,, RSnX,, dove R
rappresenta un gruppo alchile o fe-
nile, mentre X ¢ solitamente uno
ione, quale ad esempio OH', F,
COO oCl.

Questi composti sono caratterizza-
ti da una scarsa solubilita in acqua,
mentre sono solubili nei solventi
organici e nei grassi avendo un
coefficiente di partizione ottanolo-
acqua di circa 6.000 (Laughlin e
al., 1986), € quindi possono trasfe-

rirsi agevolmente lungo gli anelli
delle catene alimentari, costituen-
do un rischio anche per la salute
umana (Bressa e Cima, 1986). In-
dagini effettuate in questi ultimi an-
ni in corpi d'acqua e/o in sedi-
menti di aree ad elevata attivita ma-
rittima (Maguire, 1987; Bacci e Gag-
gi, 1989; Di Cinto, 1989; Fytianos ¢
Somanidou, 1990; Wong, 1991;
Wuertz e al., 1991; Ritsema, 1994;
Sarradin ef al., 1994) hanno evi-
denziato la presenza di composti
stannorganici, a volte anche a con-
centrazioni tali da provocare effet-
ti deleteri sulla biocenosi marina
(Alzieu et al, 1986; Waldock et al.,
1987; Bailey e Davies, 1988; Bryan
e Gibbs, 1991; Huang ef al, 1993;
Kure e Depledge, 1994). In parti-
colar modo, i derivati tributilici e
trifenilici dello stagno, rivelano
un’alta tossicita nei confronti di or-
ganismi marini ed ¢ per questo che
vengono aggiunti alle vernici anti-
vegetative (Nichols, 1988; Huggett
el al., 1992).

Differenti meccanismi di azione so-
no stati proposti per spiegare gli ef-
fetti biologici e la tossicita del TB-
TO e di altri composti stannorga-
nici (Aldridge, 1986). Sembra che
I"azione principale sia quella di ini-
bire la fosforilazione ossidativa mi-
tocondriale e di agire quindi sui
processi energetici fondamentali
dei sistemi cellulari (Costa, 1985;
Gray et al., 1987; Fent ¢ Bucheli,
1994). Inoltre essi inibiscono anche
la sintesi proteica, formando lega-
mi di coordinazione con gli ami-
noacidi (Costa e Sulaiman, 1986).
Recenti indagini (Chikahisa e Oya-
ma, 1992) hanno pure evidenziato
che i TBT provocano un aumento
della concentrazione dello ione cal-
cio (Ca™) all'interno delle cellule,
attivando meccanismi citotossici
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che conducono a danni irreversi-
bili delle cellule (Orrenius et al.,
1992).
Per alcuni composti di- e trialchi-
lici dello stagno, & stata osservata e
documentata un'azione immuno-
tossica selettiva in animali da labo-
ratorio (Penninks e Seinen, 1983;
Snoeij et al., 1987, Bressa et al, 1991;
Bhatia e Kaur, 1993). E stato infat-
ti riscontrato che somministrati con
la dieta, essi inducono nel ratto
atrofia a livello della corteccia del
timo, una deplezione delle cellule
T e sopprimono varie funzioni im-
munitarie (Snoeij et al., 1988; Raf-
fray e Cohen, 1993; Pieters ¢ al.,
1994).
Infine studi condotti in vitro ri-
guardo agli effetti del tributilstagno
cloruro (TBTC), dibutilstagno clo-
ruro (DBTC) e monobutilstagno
cloruro (MBTC) su tunicati ( Bo-
tryllus schlosser) hanno evidenziato
una riduzione significativa della fa-
itosi ed una inibizione dellatti-
vita della Ca* -ATPasi (Cima et al.,
1995).
Si pud ritenere quindi che i com-
posti trialchilici dello stagno pos-
sano considerarsi fra gli xenobioti-
ci piu tossici deliberatamente in-
trodotti nell'ambiente. Per tale mo-
tivo la Francia, soprattutto a causa
delle proteste da parte degli alle-
vatori di molluschi, ha bandito 'u-
so di vernici a base di stannorga-
nici gia dal 1982. Da allora I'im-
piego di vernici antivegetative con-

76

tenenti TBT per imbarcazioni fino
a 25 m é diventato illegale. In In-
ghilterra invece I'impiego di ver-
nici antivegetative a base di TBT é
consentito solo se esse ne conten-
gono meno di 20 ng kg'. Inoltre
dal 1987 il Governo ha stabilito che
tutti i nuovi prodotti antifouling do-
vranno essere inseriti nella regola-
mentazione dei pesticidi sotto il
controllo della Food and Environ-
ment Protection Act. La causa del
ritardo in campo legislativo in mol-
ti Paesi, tra cui I'ltalia, & da ricerca-
re probabilmente nel fatto che non
esistono sostituti ai TBT per i rive-
stimenti antivegetativi € una proi-
bizione del loro uso comportereb-
be problemi economici seri: navi,
sottomarini, piattaforme da altura,
strumenti oceanografici, boe, ecc.,
sono ttte soggette all'attacco di or-
ganismi incrostanti. La marina mi-
litare americana ad esempio ha cal-
colato, nel caso venissero abolite le
vernici antifouling, un costo ag-
giuntivo annuo di oltre 180 milio-
ni di dollari per carburante in pit
richiesto per vincere I'attrito ag-
giuntivo causato dall’insediamen-
to degli organismi bentonici sugli
scafi della flotta (Simmonds, 1986).

Materiali e metodi
Sperimentazione
Sono state pescate 20 carpe del pe-

so di circa 0,5 kg da un lotto di 200
da uno stagno presso I'Impianto

Fig. I -
Cromatogramma
ricostruito mediante
HRGC/MS per
Videntificazione e la
quantificazione di
TBT ¢ DBT di un
estratto di fegato di
carpe trattate con
TBTC.

Sperimentale di Acquacoltura Ter-
mica presso la Centrale Termoe-
lettrica ENEL “La Casella”, Sarma-
to (PC). Dopo la biometria, sono
state divise in 2 gruppi di 10 (uno
di controllo e I'altro sottoposto a
sperimentazione) ed immesse in 2
vasche di PVC (1x1 m), con flusso
d’acqua di 4 | min” e temperatura
di 21 + 1 °C. Per tutto il periodo di
sperimentazione i pesci sono stati
alimentati con mangime (pellet
umido) pari all'l,5 % del peso vivo
in continuo per 12 ore al giorno
mediante distributori automatici.
Il TBTC (Aldrich Chemical Co.
Ltd, UK) é stato aggiunto ad una
partita di mangime alla concentra-
zione di 100 mg kg durante la fa-
se di preparazione del pellet emul-
sionandolo, date le sue proprieta li-
pofile, con olio di fegato di mer-
luzzo. Dopo sette giorni di speri-
mentazione, sono stati sacrificati 5
esemplari per vasca, mentre per i
rimanenti si ¢ proceduto alla som-
ministrazione del mangime per
un’altra settimana. Le carpe sono
state biometrizzate e successiva-
mente si € proceduto alla dissezio-
ne e al prelievo di fegato, reni, mil-
za, timo e parte di tessuto musco-
lare dorsale per I'esame chimico e
istologico.

La concentrazione di 100 mg kg
di TBTC é stata adottata per tale
esperimento in base ai risultati si-
gnificativi ottenuti precedente-
mente in una ricerca effettuata in
laboratorio sul ratto (Bressa e al.,
1991).

Analisi GC/MS

I campioni di organi e tessuti so-
no stati omogeneizzati mediante un
mixer e poi liofilizzati. Successiva-
mente sono stati prelevati circa 5 g,
cui erano aggiunti 1 ml di acqua di-
stillata, 5 g di Extrelut (polvere di
diatomee purificate) e 20 ml di »
esano, e tenuti per 5 min in un ba-
gno ad ultrasuoni; I'estratto veniva
poi purificato facendolo passare at-
traverso una colonna cromatogra-
fica (LC18 Supelco, Bellefonte, PA,
USA). L'eluato era poi portato a
secco mediante un evaporatore ro-
tante in presenza di un flusso di azo-
to a temperatura ambiente ed infi-
ne ripreso con 500 pl di nesano.
La derivatizzazione veniva effettuata
con l'aggiunta del reattivo di Gri-
gnard (bromuro di pentilmagne-
sio in etere etilico) eliminandone
I'eccesso con I'aggiunta di alcune
gocce di acqua distillata e 10 ml di
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acido solforico 1 M (Caricchia ef al,
1994). La fase organica veniva infi-
ne concentrata in flusso di azoto e
portata a volume finale di 100 pl.

La determinazione degli stannor-
ganici € stata effettuata mediante
abbinamento della gascromato-
grafia ad alta risoluzione con spet-
trometria di massa (HRGC/MS). 11
gas cromatografo HP 5890 serie 11
(Hewlett Packard, Palo Alto, CA,
USA) era dotato di colonna capil-
lare (Alltech SE 30 m x 0,25 mm);
la temperatura dell'iniettore era
260 °C, quella della colonna era in-
vece fissata con un'isoterma inizia-
le di 120 °C programmata per un
incremento di 10 °C min" sino a
280 °C, e come gas di trasporto &
stato utilizzato I'elio con una velo-
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Figg. 26
Accumulo di
TBTCe DBTC nel
rene dopo 1 e 2

settimane di

somministrazione di

TBTC (100 mg/kg
di mangime).
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cita lineare in colonna di 25 cm s
Per I'analisi sono stati iniettati 2 pl
di campione.

Come rivelatore € stato utilizzato
uno spettrometro di massa qua-
drupolare HP 5989 (Hewlett
Packard, Palo Alto, CA, USA) con
le seguenti condizioni operative:
energia elettronica 70 eV, tempe-
ratura alla sorgente 200 °C ed elet-
tromoltiplicatore 2.200 V. Lo stru-
mento € stato impiegato seguendo
la tecnica SIM (“selected ions mo-
nitoring”), cio¢ in selezione degli
ioni pili caratteristici e significativi
derivati dall’analisi degli standard:
m/z 301, 303, 305 per i TBT: m/z
315, 317, 319 per i DBT (Meinema
etal., 1978).

Per verificare la validita del meto-

do utilizzato nella determinazione
quantitativa in frammentografia di
massa, sono state eseguite prove di
recupero su campioni liofilizzati
non contaminati da stannorganici,
cui € stata aggiunta una soluzione
0,01 ng p' di TBTC e di DBTC ot-
tenendo una percentuale di recu-
pero superiore al 90 %.

Esame i

I campioni di timo, milza, rene e fe-
gato sono stati conservati in una so-
luzione di formalina al 10 % per 48

ore. Successivamente i preparati
venivano disidratati con alcol etili-
co a diverse concentrazioni, im-
pregnati di paraffina e sezionati (8
10 pm di spessore) mediante un mi-
crotomo. Infine i preparati istolo-
gici sono stati colorati con ematos-
silina-cosina (Pearse, 1972).

Risultati e di s

GC/MS

I risultati ottenuti dall’esperimen-
to sono riportati nelle figure 2-6.
Come si puo osservare, gia dopo la
prima settimana di somministra-
zione di TBTC, le carpe dimostra-
vano di accumularne quantita mol-
to elevate, (timo 21,18 mg kg' e re-
ne 21,12 mg kg'). Cio denota co-
me queste sostanze, proprio grazie
alle loro proprieta lipofile, siano fa-
cilmente assorbite dal pesce.

Oltre all'accumulo di TBTC negli
organi e tessuti si ¢ osservata la pre-
senza di un metabolita, il dibutil-
stagno cloruro (DBTC), probabil-
mente derivato dal processo di deal-
chilazione a livello epatico, descritto
esaurientemente in letteratura da
Aldridge (1986), in pamcolar mo-
do per quanto riguarda i mammi-
feri. Tuttavia nella prima settimana
i livelli di DBTC erano molto bassi
(<1 mgkg") in tutti gli organi e tes-
suti analizzati, mentre nella secon-
da settimana aumentavano note-
volmente, soprattutto nel rene e nel
fegato. Cio ¢ auribuibile all’attiva-
zione del sistema microsomiale

tico che metabolizza il TBTC in
DBTC.

Inoltre, come si puo osservare dai
grafici, il timo € I'organo in cui mag-
giormente si accumula il TBTC e,
quindi, puo essere considerato I""or-
gano-bersaglio”. Invece, per quan-
to riguarda il tessuto muscolare,
cioé la edibile del pesce, i li-
velli di TBTC e DBTC riscontrati
erano inferiori rispettivamente a
6 mg kg' € 0,30 mg kg' e non si &
osservata variazione apprezzabile
tra i due diversi periodi di speri-
mentazione.

Esame istologico

Gia dopo una settimana di esposi-
zione al TBTC, i pesci mostravano
alivello degli organi linfoidi, in par-
ticolare nel timo e nella milza, una
prevalente soppressione di linfo-
citi e linfoblasti.

Il timo presentava una deplezione
linfocitaria con conseguente atro-
fia ed infiltrazione di tessuto adi-
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poso (Figg. 7-8).

Per quanto riguarda la milza, dal
confronto fra il quadro istologico
riscontrato nei pesci di controllo
(Fig. 9) e di quelli trattati (Fig. 10),
si & notata preponderanza di ele-
menti della polpa rossa dovuta al-
la scomparsa dei linfociti splenici,
mentre non si ¢ osservata alcuna
anormalita del tessuto renale ed
epatico.

Conclusioni

La ricerca ha messo in evidenza, co-
me gia osservato nel ratto (Bressa e/
al., 1991), che esiste un diverso ac-
cumulo nella carpa di TBTC som-
ministrato mediante mangime. Gli
organi prevalentemente interessa-
ti sono il rene, il fegato, e in minor
misura la milza, come evidenziato
da altre indagini in cui i pesci era-
no stati esposti per 15 giorni in ac-
qua contaminata da DBTC alla con-
centrazione di 1 pg ml! (Tsuda ef
al., 1988).

Per quanto riguarda I'identifica-
zione dei metabolit, ¢ stata osser-
vata la presenza di DBTC solo nel-
la seconda settimana e in partico-
lare nel fegato ¢ nel rene, ma non
si € rilevata la presenza di monobu-
tilstagno cloruro (MBTC). Se ne de-
duce comunque che ¢ necessario

un periodo pin lungo affinché si at-

tivi efficacemente il processo di deal-

chilazione del DBTC a livello epa-
tico.

D’altro canto, si sono osservati gia

dalla prima settimana alte concen-

trazioni nel timo sia di TBTC che di

DBTC, che sono la probabile causa

dell’effetto immunosoppressivo che

si manifesta con una marcata de-
plezione degli elementi linfoidi. Cio
potrebbe essere correlabile all’au-
mento di patologie e malformazio-
ni osservate tra gli organismi ac-
quatici che vivono in aree pesante-
mente contaminate da composti

stannorganici (De Vries et al., 1991;

Lee, 1991; Horiguchi e al., 1994;

Semlitsch et al., 1995; Wu, 1995).

In conclusione, visti i rischi reali e

potenziali associati a questo tipo di

inquinamento, si rendono utili al-

cune raccomandazioni per la salva-
guardia dell'ambiente acquatico:

a) devono essere perfezionate le tec-
niche analitiche di indagine am-
bientale per avere accurate de-
terminazioni delle concentra-
zioni di TBT presenti nell'am-
biente;

b) devono essere avviati program-
mi di monitoraggio ambientale,
specialmente dove maggiore ¢ il
movimento di imbarcazioni, al-

Fig. 7 - Sezione di
timo di carpa non
trattata (400x).

Fig. 8 - Sezione di
timo di carp dopo

I settimana di
trattamento con 100
mg kg ' TBTC. Si
osseTva una
marcata deplezione
di linfociti T
(200x).

Fig. 9- Sexione di
milza di carpa nen
trattata (200x).

Fig. 10 - Sezione di
milza di carpa dopo
1 settimana di
trattamento con 10}
mg kg ' TBTC.

St osserva un
aumento della polpa
rossa con
diminuzione di
linfociti (200x).

lo scopo di evidenziare eventua-
li concentrazioni tossiche di stan-
norganici che potrebbero lede-
re la vita degli organismi acqua-
tici;

¢) devono essere avwiate ricerche fi-
nalizzate alla produzione di pro-
dott sostitutivi dei TBT che sia-
no innocti.
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