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BENESSERE E PREVENZIONE PRIMARIA
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| concetto di benessere animale e la relativa legislazione si

riferiscono agli animali da allevamento o utilizzati a fini

di sperimentazione scientifica, agli animali da compagnia
e a quelli mantenuti nei giardini zoologici o nei circhi. Anche
il benessere degli animali selvatici puo tuttavia essere influen-
zato negativamente dall’impatto delle attivita umane sul loro
ambiente di vita. In particolare, lo stato di benessere delle
popolazioni ittiche naturali puo essere compromesso dal de-
grado degli ambienti acquatici, dovuto all’inquinamento pro-
vocato dalle emissioni industriali e civili. Poiché ¢ possibile
osservare una relazione diretta tra Pentita degli effetti negativi
sul benessere dei pesci e il livello di degrado dell’ambiente in
cui vivono, questi animali sono stati utilizzati in maniera cre-
scente quali organismi sentinella per il monitoraggio dello
stato di salute dei corpi idrici. Questo articolo ha lo scopo di
illustrare come la valutazione dello stato di benessere delle
popolazioni ittiche naturali, in particolare mediante la ricerca
di anomalie nei loro tessuti gonadici, possa essere utilizzato
come bioindicatore dello stato di salute degli ecosistemi ac-
quaticl.

Le attivita antropiche che possono provocare alterazioni nelle
comunita biotiche, inclusi i pesci, dei bacini fluviali e delle
acque marine costiere includono I'inquinamento prodotto da
scarichi industriali e domestici e dalle attivita agricole, la ri-
duzione degli habitat dovuta alla costruzione di dighe e alla
canalizzazione dei corpi fluviali, Pintroduzione di specie al-
loctone [23]. Nell’ultimo secolo, centinaia di inquinanti or-
ganici, come il bisfenolo, i pesticidi organici e gli idrocarburi
aromatici policiclici, e migliaia di sostanze chimiche sono
stati prodotti e rilasciati nell’lambiente. A partire dagli anni
’60 'umanita ha cominciato a prendere coscienza degli effetti
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negativi che tali sostanze possono avere sugli ecosistemi ac-
quatici e terrestri, interferendo con le funzioni vitali degli or-
ganismi viventi e con la loro capacita di vivere in armonia
con 'ambiente [1] e rappresentando una minaccia anche per
la salute dell’'uomo [24].

L’impatto delle attivita antropiche sulla qualita ambientale
dei sistemi idrici puo essere valutato con diversi metodi di
studio, utilizzando sia descrittori “abiotici” (fisici, chimici e
sedimentologici) che “biotici” (microbiologici, eco-tossico-
logici o basati su altri descrittori biologici).

Negli ultimi anni, I'utilizzo di sistemi di monitoraggio basati
sull’'uso di indicatori biologici ha affiancato in misura cre-
scente la classica rilevazione dei dati chimico-fisici. Lo studio
delle comunita biotiche, infatti, puo consentire una valuta-
zione piu diretta degli effetti delle attivita umane sugli ecosi-
stemi acquatici.

Gli indicatori biologici (tabella 1), possono essere identificati
a diversi livelli di organizzazione biologica: biochimico, fi-
siologico, immunologico, bioenergetico, di popolazione o di
comunita. A ogni livello puo corrispondere un differente
grado di rilevanza ecologica e un diverso tempo di “risposta”
agli stress ambientali. In tutti i casi, un indicatore biologico
deve presentare reazioni facilmente misurabili alle alterazioni
ambientali. In genere, gli indicatori al piu basso livello del-
’organizzazione biologica (biomarcatori) possono costituire
un “sistema di allarme precoce”, in quanto i fattori di stress
possono venir rilevati in una fase iniziale, prima che possano
esercitare i loro effetti ai livelli superiori dell’organizzazione
biologica (organismo e comunita).

Il principale vantaggio dell’uso di indicatori biologici nel mo-
nitoraggio ambientale si identifica con la possibilita di:

- osservare effetto integrato dell’esposizione a miscele com-
plesse di contaminanti con le variazioni di altri parametri
ambientali, come temperatura, ossigeno disciolto, disponibi-
lita alimentare [14];
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Tabella 1. Indicatori Biologici: definizioni e caratteristiche principali

Biomarcatori

Bioindicatori

Indice biotico

Definizione

Qualsiasi risposta biologica
funzionale misurabile a livello

di individuo o sub-organismo a
seguito di una esposizione

ad una alterazione ambientale [1].

Risposte biologiche ai livelli
organizzativi superiori;
popolazione, comunita

ed ecosistema

Elaborazione aggregata
integrando le risposte di pitt
biomarcatori/bioindicatori e dei
dati dei parametri fisici e chimici

agli stress ambientali

Attivita e caratteristiche Molecolari Presenza/assenza di specie Indici di diversita
misurabili Biochimiche Numero di individui presenti Indici di abbondanza
Fisiologiche Struttura demografica Indici morfometrici e biotici
Istologiche Morfologiche
Morfologiche Comportamentali
Comportamentali Raggruppamenti funzionali
Complessita della Medio/Elevata Medio/bassa Medio/bassa
strumentazione e delle
analisi da svolgere
Grado di rilevanza rispetto Bassa Alta Alta

Tempi di risposta agli stress
ambientali

Risposta a breve termine

Risposta a lungo termine

Risposta a lungo termine

- valutare ’esposizione a sostanze tossiche (es. idrocarburi
aromatici policiclici [25]), che essendo rapidamente metabo-
lizzate ed eliminate, non possono essere dosate negli organismi
acquatici;

- valutare le relazioni causa-effetto tra esposizione ambientale
a sostanze tossiche e gli effetti da queste causate.

In molti casi, pero, gli indicatori biologici evidenziano la pre-
senza di alterazioni in un sistema ambientale senza poter
identificare le cause che le hanno generate. Il loro utilizzo
andrebbe percio affiancato da analisi di descrittori del com-
parto abiotico (es. analisi chimiche e/o microbiologiche), per
consentire associazioni tra cause ed effetti.

I pesci sono il gruppo dei Vertebrati piu rappresentativo
negli ecosistemi acquatici e sono particolarmente sensibili
alla presenza d‘inquinanti nelle acque, con le quali vengono
in diretto contatto attraverso le branchie e la superficie
corporea. Per questi motivi hanno assunto un ruolo prio-
ritario nelle valutazioni di rischio ambientale dell’inqui-
namento dei corpi idrici [23, 20].

I pesci possono reagire agli stress ambientali a diversi livelli
di organizzazione biologica: dal livello di sub-organismo
(alterazioni ormonali) a quello individuale (alterazioni dei
tessuti gonadici), fino ai livelli di popolazione (alterazione
della capacita riproduttiva, della struttura demografica e
della dinamica di popolazione) o di comunita (scomparsa
di specie intolleranti) [20, 23, 16, 27]. Ad esempio, effetti

primari al livello del sistema neuro-endocrino possono in-
durre alterazioni al livello biochimico e fisiologico, a loro
volta, responsabili di effetti negativi sul singolo individuo
o anche sull’intera popolazione. I disturbi e le modifiche
possono compromettere lo sviluppo embrionale e larvale,
la crescita individuale, lo sviluppo sessuale e, infine, la ri-
produzione [20, 18].

La scelta degli organi bersaglio da utilizzare per il moni-
toraggio € molto importante, perché i primi effetti tossici
dell’inquinamento sono osservabili a livello cellulare o tis-
sutale, prima di manifestarsi con cambiamenti significativi
nell’organismo o nella popolazione [10]. La tabella 2 rias-
sume le principali tipologie della risposta dei pesci agli
stress ambientali ai diversi livelli dell’organizzazione bio-
logica.

L’analisi dei tessuti gonadici e dello sviluppo sessuale nei
pesci ha assunto un ruolo crescente nella valutazione degli
effetti dell’inquinamento sugli ecosistemi acquatici e sulla
salute umana. Lo sviluppo sessuale dei pesci mostra una
grande varieta e plasticita e gli ormoni sessuali steroidei,
estrogeni e androgeni, giocano un ruolo importante nella
differenziazione sessuale [21]. Questi ormoni vengono se-
creti dalle gonadi in via di sviluppo e sono necessari per la
manifestazione delle caratteristiche sessuali, primarie e se-
condarie.
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Tabella 2. Principali risposte dei pesci agli stress ambientali a diversi livelli di organizzazione biologica (adattato da [25]).

Livello organizzazione biologica Caratteristiche in una fauna ittica “indisturbata” Caratteristiche in una fauna ittica “disturbata”

Molecolare/ Cellulare
e catecolamine).

integrita genetica.

Normali livelli ormonali (corticosteroidi

Normale funzionamento neurotrasmettitori.
Normale metabolismo cellulare, lisosomi stabili,

Incremento degli indicatori di “stress”
(corticosteroidi e catecolamine).

Danni genetici con effetti sull'assetto cromosomico
(aumentata frequenza di micronuclei).

Incremento dell’attivita di detossificazione.

Individuale

Comportamento nella norma.
Accrescimento nella norma.

Assenza di anomalie morfologiche: deformita,
pinne danneggiate, lesioni cutanee, tumori.

Incremento della frequenza di: anomalie riproduttive,
anomalie scheletriche, lesioni cutanee, tumori.
Alterazioni del comportamento e dell'accrescimento

Di popolazione Popolazioni “autosostenute”.
Adeguato reclutamento larvale.

Normale struttura demografica.

Distribuzione spaziale prevedibile.

Alterazione del reclutamento larvale.

Struttura demografica alterata, con basso numero
di giovanili e sub-adulti.

Distribuzione spaziale alterata

Di comunita

tolleranza, ecc.).
Interazioni biotiche complesse.
Cicli stagionali attesi.

Elevata diversita, con molti raggruppamenti
funzionali presenti (trofici, riproduttivi,

Bassa diversita, con assenza o variazione dei
rapporti tra gruppi (es. diminuzione specie
invertivore ed intolleranti).

Riduzione delle interazioni biotiche.
Alterazione dei cicli stagionali

Una categoria molto complessa ed eterogenea di contami-
nanti ambientali puo agire sul sistema endocrino dei pesci,
modulando o addirittura mimando ’azione degli ormoni
steroidei [15], pregiudicando il corretto sviluppo delle go-
nadi e causando una varieta di disturbi allo sviluppo, al
comportamento, alle caratteristiche sessuali secondarie e
alla capacita riproduttiva. Queste sostanze, di origine pre-
valentemente antropica, sono state definite Endocrine Di-
srupting Chemicals (EDCs). L’esposizione sperimentale dei
pesci agli EDCs pu0 provocare diminuzione della gameto-
genesi e delle dimensioni delle gonadi, una minore produ-
zione di uova, una diminuzione del numero di spermatozoi
e un aumento dei fenomeni di ermafroditismo. Nelle po-
polazioni ittiche naturali esposte agli EDCs in ambienti
naturali inquinati & stato osservato un ridotto sviluppo
delle gonadi, con degenerazione tissutale, una riduzione
della fecondita nelle femmine e un aumento di casi di in-
tersesso nei maschi [21].

I composti che alterano il sistema endocrino includono sia
sostanze chimiche sintetiche sia composti naturali e possono
essere classificati in base ai loro meccanismi d’azione, che
POSsONo essere CoOsi riassunti:

- induzione di effetti simili a quelli degli ormoni steroidei en-
dogenti;

- azione antagonista rispetto agli ormoni endogeni;

- alterazione della sintesi e del metabolismo degli ormoni en-
dogenti;
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- induzione di modifiche nei recettori ormonali;

- interferenza con le binding proteins responsabili del tra-
sporto degli ormoni endogeni.

La tabella 3 riassume le caratteristiche dei principali EDCs
riscontrabili negli ambienti acquatici soggetti a inquinamento
ambientale e i loro effetti sui pesci.

I biomarcatori basati sull’analisi dell’apparato riproduttivo dei
pesci che possono essere utilizzati nei monitoraggi ambientali
sono elencati di seguito in una scala crescente di complessita.

Indice gonadosomatico (IGS)

L’indice gonadosomatico € il rapporto tra il peso della gonade
e il peso totale di un pesce e riflette lo stato di sviluppo e ’at-
tivita delle sue gonadi. Le popolazioni ittiche che vivono in
ambienti contaminati presentano spesso valori di IGS piu
bassi rispetto a quelle che vivono in ambienti non contaminati.
L’IGS ¢ un parametro semplice ed economico da rilevare,
anche se piu grezzo rispetto alle informazioni ottenibili con
’esame istologico delle gonadi.

Alterazioni morfologiche delle gonadi

Gonadi con morfologia alterata sono state descritte in popo-
lazioni ittiche esposte a inquinamento ambientale. Le altera-
zioni riscontrabili possono includere asimmetria, aplasia e
atrofia e hanno generalmente conseguenze negative sulla fun-
zionalita delle gonadi (foto 1).
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Tabella 3. Caratteristiche dei principali EDCs riscontrabili in ambienti acquatici contaminati

Composto: Natura e Origine

Principale azione sui pesci

Alchilfenoli etossilati (APEs): sostanze tensioattive non-ioniche
usate nei detergenti, nelle vernici, nei pesticidi e negli additivi della
plastica. Rilasciate nell'ambiente acquatico con gli scarichi degli
impianti di depurazione, delle industrie tessili e dalle cartiere.

Fisiologicamente molto attivi, persistono nell’ambiente e sono
bioaccumulabili e tossici per gli organismi acquatici. Nei pesci di
sesso maschile stimolano la sintesi di vitellogenina.

Bisfenolo A (BPA): usato prevalentemente per la produzione di
plastiche e derivati in cui siano necessarie caratteristiche di durezza
e resistenza.

Mima l'azione degli estrogeni alterando 'attivita dell'apparato
endocrino.

Idrocarburi policiclici aromatici (IPA): si trovano prevalentemente
nei combustibili fossili, come petrolio e carbone. Sono liberati
nell'ambiente attraverso la combustione incompleta, la nautica da
diporto, gli scarichi dei rifiuti urbani e le deposizioni atmosferiche.

Altamente lipofili e bioaccumulabili, hanno attivita cancerogena.
Anche nei pesci sono associati a danni cellulari, mutagenesi,
teratogenesi e incremento della permeabilita cellulare. A livello
riproduttivo causano riduzione nella gametogenesi, ridotto IGS e
diminuita produzione di uova [25].

Diossine: formate e rilasciate nell'ambiente attraverso le attivita
industriali e le emissioni degli inceneritori.

Sostanze con livelli di tossicita tra i pit elevati. Hanno effetti
cancerogeni e interferiscono con il normale sviluppo fisico. Tendono
ad accumularsi nei grassi.

Bisfenoli policlorurati (PCBs): prodotti di sintesi utilizzati come
lubrificanti e liquidi refrigeranti nei trasformatori, nei condensatori
ed in altre attrezzature elettriche.

Inducono risposte anti-estrogeniche e probabilmente anti-
androgeniche.

Esteri ftalati: prodotti di sintesi utilizzati per migliorae la
flessibilita e la modellabilita delle materie plastiche

Hanno effetti analoghi a quelli degli ormoni estrogeni: negli
individui di sesso maschile causano femminizzazione e disturbi nello
sviluppo dei testicoli.

Pesticidi: classe eterogenea di sostanze tossiche.

Alcuni principi attivi agiscono sul sistema endocrino, interferendo
con lo sviluppo sessuale.

Composti organo-tannici (OTC): usati come biocidi nei prodotti
per la conservazione del legno e nelle vernici antivegetative per
l'industria navale.

Lipofili e bioaccumulabili, interferiscono con la biosintesi degli
ormoni steroidei, causando fenomeni di mascolinizzazione nei pesci
di sesso femminile.

Foto 1. Gonadi di forma irregolare prelevate da pesci catturati in
zone soggette a scarichi civili e industriali.

Intersessualita

Con il termine “intersesso” si definisce la contemporanea
presenza di tessuto testicolare e ovarico nella stessa go-
nade. [13, 3].

La forma di intersesso piu comune si riscontra negli in-
dividui di sesso maschile ed ¢ costituita dalla presenza di
oociti a vari livelli di sviluppo nel tessuto testicolare
(foto 2).

Riscontrato per la prima volta in Ciprinidi esposti a sca-
richi urbani [15], la presenza di un’elevata prevalenza di
intersesso ¢ oggi considerata un indicatore dell’esposizione
di una popolazione ittica a ECDs.

La valutazione di questo parametro richiede un esame isto-
logico delle gonadi; sono stati descritti metodi per standar-
dizzare la valutazione dell’intensita del fenomeno [4].

L’IGS e gli esami istologici forniscono informazioni strut-
turali sullo stato delle gonadi e il loro utilizzo ¢ in grado
di identificare gli effetti dell’esposizione a sostanze con-
taminanti sia a breve sia a lungo termine.
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Foto 2. Preparati istologici di gonadi intersessuali. (A) gonade prevalentemente maschile con tubuli seminiferi immaturi e con la pre-

L

senza di pochi e dispersi oociti a uno stadio di sviluppo primario. (B) gonade con cellule germinali sia maschili sia femminili in avan-

zato stadio di maturazione.

Rutilus rutilus

Barbus sp.

Famiglia dei Mugilidae

Foto 3. Specie ittiche utilizzate nei monitoraggi ambientali in cui
sono state trovate gonadi intersessuali correlate alla presenza di
scarichi inquinanti di diversa natura.

Le specie ittiche sentinella

Alterazioni delle gonadi sono state osservate in diverse specie
di pesci di acqua dolce, sia in ambienti lentici che lotici
(foto 3). Casi di intersesso sono stati descritti in individui
maschi di Ciprinidi (Rutilus rutilus) e Gobidi (Gobio gobio)
nei fiumi della Gran Bretagna, e sono stati attribuiti al-
’esposizione a scarichi di acque reflue provenienti da depu-
ratori [15, 26]. Intersessi e atrofia testicolare sono stati ri-
scontrati in esemplari di barbo (Barbus plebejus) e carpa
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(Cyprinus carpio) provenienti da ambienti esposti a scarichi
industriali e domestici [28, 22].

Alterazioni gonadiche sono state anche osservate in pesci
marini eurialini, come i muggini [2, 12]. Questi pesci (fa-
miglia Mugilidae) risultano particolarmente adatti all’uti-
lizzo come specie sentinella nei monitoraggi ambientali.
Sono infatti specie gonocoriche, e le popolazioni che vivono
in ambienti non inquinati non presentano generalmente
casi di ermafroditismo o altre anomalie gonadiche [17]. T
muggini sono largamente distribuiti in tutti i mari del
mondo e, oltre che nelle acque costiere, possono vivere
negli estuari e nel basso corso dei fiumi. Tollerano ambienti
inquinati e, essendo pesci gregari, possono essere catturati
in modo relativamente facile.

Elevate frequenze di intersesso sono state riportate in mug-
gini appartenenti alle specie Mugil cephalus [2,12] e Chelon
labrosus [19, 5]. 1 pesci provenivano da ambienti estuarili
e costieri caratterizzati da diverse fonti di contaminazione
e le alterazioni sono state attribuite alla presenza di ECDs
nell’ambiente. Alterazioni gonadiche sono state riportate
anche in Liza ramada, un mugilide capace di tollerare valori
di salinita particolarmente bassi e quindi di colonizzare il
basso corso dei fiumi [11]. Questa famiglia di pesci, quindi,
si presta bene ad essere utilizzata come indicatore sia per
monitoraggi in ambienti costieri sia in zone estuarine o di
acqua dolce.

L’attivita del’IZSAM “G. Caporale”

L’IZSAM, con il suo reparto di Biologia delle Acque In-
terne, € da tempo impegnato in progetti di salvaguardia
delle acque superficiali che prevedono attivita di monito-
raggio biologico ambientale. Tra questi vanno annove-
rati:
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e studi di campo per il calcolo del Deflusso Minimo Vitale
(DMV) dei principali fiumi abruzzesi. Questi studi sono
condotti mediante metodi sperimentali chiamati anche in-
crementali, perché basati sull’accertamento puntuale delle
condizioni ambientali ottimali per una specie di riferi-
mento, per la quale siano noti i valori di idoneita am-
bientale (habitat). Questi valori sono generalmente espressi
spesso in termini di profondita, velocita, temperatura
dell’acqua e caratteristiche del substrato;

e redazione di carte ittiche e studi del popolamento ma-
crofitico e macrobentonico mediante ’utilizzo dell’Indice
Biotico Esteso e dei nuovi metodi multi-habitat propor-
zionali, praticabili anche in tratti di fiumi non guadabili
utilizzando substrati artificiali e di pacchi fogliari;

e utilizzo di Bivalvi e Cladoceri (daphnie) come specie
sentinella per il monitoraggio in continuo delle acque di
mare e potabili;

e piani di monitoraggio delle popolazioni autoctone di
gambero di fiume, sorveglianza sulla peste del gambero
[6, 7, 9] e allevamento in un incubatoio sperimentale ai
fini del rinforzo delle popolazioni naturali [8].

A partire dal 2012, IZSAM ha iniziato su queste tematiche
una cooperazione scientifica con il laboratorio di Ecologia
Sperimentale ed Acquacoltura (LESA) dell’Universita degli
Studi di Roma “Tor Vergata”, che svolge a sua volta attivita
di ricerca sia su aspetti di implementazione delle conoscenze
di base sull’ecologia e la biodiversita del patrimonio faunistico
degli ambienti acquatici, sia su studi applicativi di supporto
alla gestione delle risorse acquatiche.

Nell’ambito di tale cooperazione sono stati condotti mo-
nitoraggi ambientali che utilizzavano i pesci come bioin-
dicatori e le anomalie del loro apparato riproduttore come
principale biomarcatore. In particolare, uno studio con-
dotto nel basso corso del fiume Tevere, a valle di un
grande depuratore della citta di Roma, su muggini della
specie L. ramada, ha permesso di riscontrare frequenti
casi di atresia (fenomeni di degenerazione e riduzione
della gonade) e di intersesso, elementi che risultavano in-
vece assenti in esemplari della stessa specie raccolti in
un’area esente da inquinamento [11].

Lo stesso approccio, utilizzando Ciprinidi reofili come il
barbo e il cavedano come specie sentinella, € previsto nel-
I’ambito delle attivita di monitoraggio ambientale elabo-
rato per il controllo del fiume Pescara, nel tratto a monte
e a valle di un Sito di Interesse Nazionale (SIN) a valle di
Bussi sul Tirino.

L’inquinamento delle acque superficiali e, in particolare,
la presenza di EDCs, costituiscono un importante motivo
di preoccupazione sia per Iintegrita degli ecosistemi che
per i riflessi sulla salute umana. Questi temi sono stati af-
frontati anche a livello europeo attraverso la Direttiva qua-
dro sulle acque 2000/60/CE e ripresi e rafforzati con la Di-
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rettiva quadro 2008/56/CE sulla strategia per ’ambiente
marino (Marine Strategy). L’Unione europea pone come
obiettivi il raggiungimento di un “buono stato ambientale”
(GES, Good Environmental Status) dei corpi idrici e delle
acque marine entro il 2020. Tra gli strumenti utilizzabili
nella valutazione del GES I'utilizzo dei pesci come indicatori
viene fortemente raccomandato. L’utilizzo di parametri di
benessere delle popolazioni ittiche naturali, e in particolare
la valutazione dell’esistenza di anomalie nella loro biologia
riproduttiva, puo rappresentare un‘utile componente nei
piani di monitoraggio della salute ambientale degli ecosi-
stemi acquatici.

La varieta e la plasticita della determinazione e della diffe-
renziazione sessuale dei pesci determinano infatti un’elevata
sensibilita dell’apparato riproduttore di molte specie ittiche
all’effetto perturbante dei contaminati ambientali, in par-
ticolare degli EDCs. L’intersessualita in specie altrimenti
gonocoriche, in particolare, & oggi considerata come I’in-
dicatore piu robusto della presenza di ECDs in un ambiente
acquatico.

La valutazione dello stato di benessere delle popolazioni
ittiche selvatiche trova applicazioni in campi apparente-
mente lontani dal suo contesto originale, ma si rivela un
utile strumento per diagnosticare una situazione ambien-
tale alterata e a lungo termine potenzialmente molto dan-
nosa per la salute animale e umana. Del resto, oggi la
vera sfida non ¢ piu solo la cura degli stadi morbosi, ma
soprattutto la salvaguardia della salute degli organismi
viventi attraverso azioni efficaci di prevenzione primaria
quale una maggiore tutela dei loro ambienti di vita, anche
al fine di non incorrere in sanzioni comunitarie per non
aver raggiunto nei tempi stabiliti gli obiettivi di qualita
prefissati.
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