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Premessa

L’evoluzione del mercato ittico, dal secolo scoemb oggi, ha portato i governi dei paesi
europei ed asiatici a fronteggiare diversi tippchblemi. Dal depauperamento dell’ambiente e
delle specie predate, causa delle vecchie tecuiichesca, all’avvento dell’acquacoltura sotto
forma di allevamenti sempre piu intensivi con cgusmnti condizioni di sovraffollamento
degli animali che, unitamente a temperature inagege sbalzi di salinita, hanno facilitato
'esplosione di patologie infettive, comportandorge economiche ed inquinamento
ambientale. Da qui I'esigenza di riscoprire nuoppmcci di allevamento, con I'obiettivo
generale di migliorare il benessere degli animdh salvaguardia dellambiente, aprendo la
strada alle nuove tendenze del consumismo verdBalldgamento ecosostenibile e alle
rigide politiche di controllo che poi sono statguige dall’'unione europea nell’ambito della
bioacquacoltura.

In questo contesto, alla luce delle problematiclypiardanti la sicurezza alimentare e
'impatto ambientale, sta crescendo sempre pitefaione verso il potenziale espresso dalle
sostanze naturali nella gestione sanitaria defgvamenti ittici, in quanto appare indubbio
che il settore dei principi naturali possa avere petenziali applicativi estremamente
interessanti anche in acquacoltura.

La Cina, ad esempio, leader mondiale nelle prodiizibacquacoltura dolce, ha gestito da piu
di duemila anni le patologie degli animali acquatitilizzando principalmente composti
ottenuti da erbe e da piante.

La ricerca e I'individuazione di nuovi principi naali efficaci e sicuri ben si inserisce come
principio dell’acquacoltura biologica che prevedeferibilmente I'utilizzo di queste sostanze
a quelle di sintesi chimica. In questo ambito i guindi attingere a studi ed esperienze delle
altre medicine cosiddette “non convenzionali” o gbementari che impiegano sostanze
naturali da centinaia di anni anche nel settordi deganismi acquatici, per i quali I'approccio
e basato piu sulla prevenzione che sulla terap@ntai comprovato che una vasta gamma di
sostanze naturali, esibisca un effetto antimicrobsti patogeni e possa essere quindi
considerata una promettente alternativa ai fartnadizionali.

| pesci trattati con immunostimolanti di originetumale mostrano un aumento dell’attivita
batteriolitica e delle cellule fagocitiche (CheAiesworth, 1992), un aumento dell’attivita del
complemento e del lisozima e la produzione di anpic(Engstad et al., 1993). Anche i
linfociti sembrano essere stimolati a seguito detlenministrazione di immunostimolanti che
aumentano l'attivita mitogena indotta da lipopatisaridi (Hardie et al., 1991). Infine € stato
anche riportato il potenziamento di attivita doctiine, come l'interferone, I'Interleuchina 2 e

| fattori attivanti i macrofagi (Secombes et ab98).
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Per queste ragioni, risulta evidente la necessitgoddurre studi volti a comprendere quali
siano i meccanismi fisiologici e biomolecolari cowfti nel miglioramento del benessere degli
animali trattati con sostanze naturali. Lo studio tdli composti utilizzati come
immunostimolanti nell'alimentazione di larve ed iduappresenta un punto importante per
incrementare la produttivita degli impianti itti@ per lo sviluppo di un‘acquacoltura
sostenibile e compatibile con I'ambiente.

Sulla base di tali premesse, durante questi treé dimicerca, abbiamo deciso di testare due
estratti naturali ed un prodotto commerciale, il dibaard, costituito da betaglucani
(polisaccaridi derivanti dalla parete di lievitin particolar modo per la sperimentazione
svolta presso I'Universita degli Studi della Tusam sono avvalsa degli estratti di piante
medicinali e per gli studi condotti presso I'Unisiga del Nordland in Norvegia, ho utilizzato
il prodotto commerciale Macrogard.

Quindi la mia attivita di ricerca é stata suddivisadue fasi ben distinte e separate ma
comunque legate da un unico filo conduttore ovderstudio di nuovi approcci per la
prevenzione di malattie negli allevamenti attragdignpiego di immunostimolanti naturali
come terapia adiuvante nei pesci.

Nelllambito di questa tematica, lo scopo dellandeesvolta presso I'Universita della Tuscia,
e stato esaminare gli effetti modulatori degli &irdi piante medicinali sul sistema
immunitario dei pesci, in particolare, I'attenzio@estata focalizzata vergdoe arborescens
(ordine Liliales, famiglia Liliacee) e Myrtus communis (ordine Myrtales, famiglia
Myrtaceaed In bibliografia infatti, emergono molteplici stuche rivelano come, sostanze
isolate da tali piante possiedano attivita farmécka di tipo antiinfiammatorio (Romani et
al., 2004), antiossidativo (Yagi et al., 2003; Reasaal., 2003), antieta (Lim et al., 2003),
antitumorale (Su et al., 2005) antibatterico (Aletal., 2008; Gunduz et al., 2009), ed
immunomodulatorio (Im et al., 2005). Per queste lcaratteristiche, I'Aloe e il Mirto sono
gia state studiate ed utilizzate da anni nella oedi tradizionale, nei macrobiotici e
cosmetici. Proprio in virtu del fatto che questearpé vengono considerate fonte di
biomolecole con prospettive in ambito chimico arfacologico, I’Aloe e il Mirto potrebbero
essere in grado di aumentare significativamentedestenza alle infezioni delle specie ittiche
allevate, con evidenti vantaggi per le aziendecdamercializzazione, I'ambiente ed il
consumatore.

Date tali premesse, nella presente tesi di dotiorstno stati esaminati gli effetti
immunomodulatori degli estratti vegetali ottenuaild piante medicinalfloe arborescens

Myrtus communisu una linea cellulare di fibroblasti di orata (SAFe sono state valutate le
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loro proprieta antibatteriche nei confronti di dogportanti ceppi patogeni, osdidstonella
(Vibrio) anguillarum e Photobacterium damselasubsp. piscicidg agenti responsabili
rispettivamente di vibriosi e pasteurellosi.

Oltre alle ricerche appena descritte, nellambiéti’dltimo anno di dottorato, allo scopo di
approfondire la tematica generale alla base deldoitorato, mi sono recata all’estero al fine
di arricchire la mia preparazione con un periodofatmazione presso I’Aquatic Animal
Health Research Group Faculty of Biosciences anagb@glture del Bodg University College
University of Nordland, nominata un anno fa I'otianmiversita della Norvegia. Bodg € una
citta della Norvegia settentrionale situata olttecircolo polare artico nella contea di
Nordland, della quale & capoluogo amministrativel #ova a 1200 km dalla capitale Oslo.
Questa citta € inoltre la meta d’obbligo per choleuraggiungere l'arcipelago delle Lofoten,
una serie di isole di grande impatto per il mercdtmo. Infatti, la maggiore risorsa
economica della popolazione e stata dapprima laapespoi I'acquacoltura, in particolar
modo di merluzzo che tra l'altro € anche la prial@gipologia alimentare delle Isole.

A guesto proposito non si puo non tenere contedseterazioni tra acquacoltura e ambiente,
argomento di estrema importanza. Per cui allo scibgalvaguardare la produttivita di questo
settore essenziale per I'economia del paese & madgi, anni, I'esigenza di una produzione
che tenga conto sia della ecocompatibilita del ¢gso produttivo utilizzato (capacita di non
interferire con gli equilibri naturali) che dellaa ecosostenibilita (capacita di creare ricchezza
senza alterare la rinnovabilita delle risorse lgalbe) e con I'obiettivo generale di migliorare
il benessere degli animali. Un’acquacoltura ecasobile € in grado di procurare benessere
economico e sociale, garantendo la preservazione dsorse e dellambiente alle
generazioni future.

Ed e proprio nell’ordine di questa tematica chéserisce il profilo di ricerca dell’Aquatic
Animal Health Research Group che si basa sulloista@l sinergismo che esiste tra
nutrizione, immunita ed infezione, aspetto questn lhlocumentato nelluomo le cui
informazioni sulle specie acquatiche sono perotgstt frammentate. Fondamento della
ricerca e I'evidenza che la maggior parte dei pakevati viene nutrito con diete formulate ed
e naturale che gli aspetti nutrizionali abbiano uliv@tta influenza sulla loro competenza
immunitaria e sulla loro salute. Per questi moki@pproccio proposto dal Aquatic Animal
Health Research Group sulla gestione delle malattie colpiscono i pesci allevati é
innanzitutto basato su una maggiore comprensionmeecanismi immunitari alla base delle
risposte alle infezioni e soprattutto sullo studiocome i nutrienti e le sostanze naturali

bioattive possano contribuire alla difesa dalleatisd e al miglioramento della salute degli
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animali, rappresentando cosi un punto importante iperementare la produttivita degli
impianti ittici e per lo sviluppo di un'acquacoliusostenibile e compatibile con I'ambiente.
Quindi nell’ambito di queste tematiche di ricerazrahte i quattro mesi li trascorsi, sotto la
supervisione del prof. Kiron Viswanath ho concetiotia mia attenzione su due tra le specie
ittiche piu comuni e soprattutto pitu importanti plesettore economico ed industriale della
Norvegia ovvero, il Merluzzo ed il Salmone. Gli ditwcondotti su questi pesci sono di
particolare interesse in quanto essi rappresent&argpecie piu allevate e di conseguenza
anche le piu soggette alle malattie che colpiscopesci negli impianti. Come detto in
precedenza, alla base della gestione di questdogetoc’e innanzitutto una maggiore
comprensione dei meccanismi immunitari che regolanasposte alle infezioni. Quindi per
gli studi condotti & stato scelto un organo comuoio importante a livello immunitario come
le branchie che per la loro posizione rappresentamd delle prime vie di ingresso per
potenziali patogeni.

Durante il periodo che ho trascorso presso il latooio di Aquatic Animal Health, proprio in
considerazione della tipologia di cellule a carattéenmunitario che sono presenti nelle
branchie, ho appreso tecniche di biologia cellutamme l'isolamento di popolazioni cellulari
per allestimento di colture primarie che mi hanrenpesso di isolare dalla totalita delle
cellule solo i leucociti sui quali poi testare timita del Macrogard. Quest’ultimo & un
prodotto commerciale costituito da beta glucanivéerti dalla parete dB. cerevisiaeda
diversi anni utilizzato in Norvegia al fine di pat®are il sistema immunitario dei pesci
allevati. Tra le varie proprieta benefiche dei bglacani riportate in letteratura spiccano il
potenziamento della protezione contro le infezgimmolazione delle risposte immunitarie a
vari livelli, modulazione della produzione di citone e promozione della sopravvivenza a
livello cellulare, degli organi e dell'intero anitegRodriguez et al., 2009).

Non sono presenti pero in letteratura lavori chefeanino tali proprieta a livello proteomico
per cui lo scopo principale del mio lavoro in Nayige € stato studiare gli eventuali effetti
modulatori di beta glucani sull'assetto proteomidio leucociti isolati dalle branchie di
merluzzo e salmone, cosi da poter dare un contrithirendo i meccanismi alla base di tali

attivita.
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1.1 Sviluppo economico del settore acquacoltura e aspeitici

Nell'ultimo secolo, ed in particolare negli ultiB0 anni, 'acquacoltura € sembrata una
pratica sostenibile, anzi, necessaria per I'ottemito di proteine animali che la pesca non é
piu in grado di assicurare a causa dello sfruttdamediscriminato delle risorse oceaniche, in
passato ritenute abbondanti e riproducibili aifirb: le tecniche di pesca hanno incrementato
la produttivita ma sono state spesso incurantedahseguenze nel medio-lungo periodo; cio
ha notevolmente impoverito i mari, con gravi consgge economiche per i pescatori e con
frequenti crisi alimentari per quanti trovano sasaenento dalle proteine di pesci, crostacei e
molluschi. La crisi della pesca, la crescente dataadi proteine animali, i progressi tecnico-
scientifici hanno quindi favorito I'affermarsi daltquacoltura come valido complemento della
pesca in ogni parte del mondo (Mounday et al., L99acquacoltura puo essere considerata
come una delle attivita di produzione alimentapetgaalto tasso di crescita a livello mondiale,
la produzione dell'acquacoltura, stimata intorn@amilioni di tonnellate, non ha invece mai
smesso di crescere, sin dai primi anni '50. Nel dogroramai, si allevano piu di 350 specie
diverse d’acqua dolce e marina, con la maggiorepdglla produzione concentrata nelle
regioni asiatiche ed é oggi il comparto della pmdne alimentare (di origine animale) che
fornisce il 43% del pesce per uso alimentare. Bppo, in un crescente numero di casi, le
produzioni di acquacoltura sono ben lontane daées sostenibili e possono causare una
serie di impatti ambientali e sociali. Gli impatgll’acquacoltura sugli ambienti naturali sono
legati all'intensificazione delle attivita prodwé che collocano la stessa tra le attivita che
possono generare danni ambientali (Tancioni e $§c&@01). L'inquinamento che
'acquacoltura arreca alllambiente (fiumi, laghi,am@ compresi gli estuari) consiste
nell'introduzione diretta od indiretta in esso dstanze o di energia che causano effetti nocivi
quali il danneggiamento di risorse biologiche, lisger la salute pubblica, ostacoli ad altre
attivita, compresa la pesca, alterazione dellaigudéll'acqua marina dal punto di vista della
sua utilizzazione e degrado del suo valore estetieosostanze inquinanti rilasciate dagli
impianti di piscicoltura negli ambienti acquatieicettori sono rappresentate prevalentemente
da mangime non consumato, per lo piu costituito pdateine, carboidrati, vitamine e
pigmenti.

| rifiuti provenienti dall'allevamento comprendonapltre, composti organici ed inorganici
come l'urea, i fosfati ed i composti azotati e desidi sostanze utilizzate a scopi profilattici o
terapeutici quali antibiotici e disinfettanti.

Inoltre, per far fronte all’laumentare del consunrocppite e la richiesta di specie ittiche é

pratica comune negli impianti allevare organismcandizione di sovraffollamento. E’ noto
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che queste condizioni favoriscono la diffusion&retemento degli agenti patogeni alcuni dei
guali creano numerosi problemi negli allevamenér pPrevenire e curare le malattie che ne
derivano, sono stati introdotti nella routine degjlevamenti alcuni trattamenti antibiotici il
cui uso intensivo pero ha portato allo sviluppa@epi resistenti di batteri. Questa resistenza
puo essere trasferita ad altri ceppi con conseguadtdrazione del genoma o trasferimento di
materiale genetico tra le cellule attraverso plasmibatteriofagi (Gomez-Gil et al., 2000).
Oltre alla comparsa di ceppi batterici antibiotiesistenti, interventi di questo genere sono
responsabili anche dell'inquinamento dellambiertiecostante e della riduzione della
capacita produttiva dell'impianto, dato che e neade rispettare i tempi di sospensione
imposti per legge. Per tale ragione l'uso profitatt di questi medicinali pud essere
considerato un grande pericolo e per questo I'orgazione mondiale ha posto molta
attenzione alla necessaria riduzione nell’utiliziagli antibiotici (legislazione europea COM
(2002) 153-C5-0143/2002-2022/0073 COD).

Le relazioni tra acquacoltura e ambiente sono diee®m importanza, per cui nasce la
necessita di una produzione che tenga conto dee®dcompatibilita del processo produttivo
utilizzato (capacita di non interferire con gli dduri naturali) che della sua ecosostenibilita
(capacita di creare ricchezza senza alterare |novabilita delle risorse biologiche).
Un’acquacoltura ecosostenibile € in grado di pramirbenessere economico e sociale,
garantendo la preservazione delle risorse e ddiiamie alle generazioni future. Il mondo
della ricerca si € da tempo messo al lavoro perlementare un modello di sviluppo
sostenibile basato sulla conciliazione degli irdsreeconomici e sociali con quelli di
conservazione delle risorse naturali, sul lungaoopier.

Le nuove regole comunitarie intendono agevolarevi@ dell’acquacoltura biologica o la
conversione in biologico dall’allevamento convemale (Fig. 1-2) (Schiavo, 2008),
'acquacoltura biologica punta infatti ad offrireeqte ed altri prodotti ittici che siano

ecologicamente, economicamente e socialmente doifiten
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1.2 Misure profilattiche adottate negli allevamaernittici per migliorare la resistenza alle
infezioni: chemioterapici, vaccini e immunostimol&n

La maggior parte delle malattie proprie dell’acquaga come vibriosi, pasteurellosi,
lattococcosi e Yersiniosi, potrebbe essere sigatitamente ridotta prestando attenzione alla
conduzione dell’allevamento e al mantenimento detiadizioni ambientali ottimali per i
pesci. Questo perd non € sempre economicamentendnlt per le aziende e rimane
comunque la difficolta di impedire che agenti dilate si inducano nell’allevamento.

Per limitare I'incidenza di patologie negli allevanti ittici vengono applicati trattamenti
chemioterapici, di vaccinazione o di immunostimaae. Per quanto riguarda i
chemioterapici, interventi di questo genere sondtaoncostosi, tuttavia la chemioterapia e
largamente applicata per controllare e prevenifeziani di natura parassitaria, batterica e
fungina. Vari chemioterapici sono stati usati naglimi vent'anni per trattare infezioni
batteriche in allevamenti di pesci. La lista di iluotici utilizzati in Italia include:
amoxicillina, clorotetraciclina, flumechina, sulfadina, bronopol e ossitetraciclina (Smith et
al., 1994; Agnew e Barnes, 2007); tuttavia un eswmesell’'uso di chemioterapici causa
un’overdose nell’animale con conseguente morte (GleoChao, 1969).

La chemioterapia rimane comunque un’arma efficagieconfronti degli agenti eziologici
presenti negli allevamenti ittici.

Nonostante il vasto numero di farmaci potenzialmadbnei per combattere patologie che
interessano specie ittiche, € estremamente rsitetimero di molecole consentite, in quanto
e fortemente criticato 'uso di chemioterapici comésura profilattica (Harikishnan et al.,
2009). Oltre all’aspetto economico, l'attenzionerivolta a: 1) problematiche di impatto
ambientale dovute alla dispersione di queste spstaall’ecosistema acquatico; 2) sicurezza
degli alimenti in relazione alla potenziale preserd residui chimici nei tessuti degli
organismi allevati (Rijkers et al., 1980); 3) tex&inento di farmaco-resistenze ai patogeni per
'uomo. Infatti un eccessivo e non controllato wsamicrobicidi ha causato lo sviluppo di
meccanismi di antibiotico-resistenza in alcune spe patogeni, con potenziali rischi del
passaggio della resistenza alluomo (Smith etl@P4; Cabello, 2006).

Pertanto per ovviare a queste difficolta ed eviimcorso all’'uso di sostanze inibenti in
seguito al divieto sancito dalla Comunita Europeb2006 all’utilizzo degli antibiotici come
promotori della crescita, recentemente nuovi sgadcerca e sperimentazione sono stati volti
allo sviluppo di vaccini e di sostanze immunostiambi con I'obiettivo di potenziare i
meccanismi di protezione dell’animale o, nel miggiaei casi, essere sostitutive o integrative

all'impiego di antibiotici.
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In questa ottica la vaccinazione rappresenta seinbhio I'approccio piu efficace per il
controllo di infezioni e malattie e anche per rigdusignificativamente I'impiego di antibiotici
(Sakai, 1999). | primi successi nella vaccinaziole¢ pesce risalgono a circa 40 anni fa,
quando vennero ottenuti i primi risultati positivella vaccinazione della trota fario contro
I’ Aeromonas salmonicidéagente eziologico della Foruncolosi). La vaccioae si colloca
nel ciclo produttivo come mezzo capace di fornlFaleevatore migliori condizioni operative.

| vaccini commerciabili attualmente disponibili fexibili sul mercato internazionale)
riguardano solamente alcune malattie batterichd §filariosi, Bocca Rossa e Foruncolosi.
Diversi vaccini sperimentali sono tuttora in fasesaidio: contro malattie virali (Setticemia
Emorragica Virale, Necrosi Pancreatica Infettivac.e}; contro malattie batteriche
(Eritrodermatite della carpa, Setticemia EnteriPasteurellosi e Pseudotubercolosi della
seriola etc...) e contro malattie parassitarie (ftitiasi e Saprolegnosi). | vaccini possono
essere somministrati ai pesci per penetrazionatam per assorbimento naturale. | principali
metodi sono: 1) per iniezione (il vaccino e inigtper via intramuscolare, intracelomatica o
intracardiaca e non é praticabile su soggetti ctqda taglia); 2) per nebulizzazione (consiste
nella spruzzatura della soluzione vaccinale supecatel pesce momentaneamente estratto
dall’acqua); 3) per via orale (il vaccino, mescolatl’alimento, viene assorbito dall’apparato
digerente del pesce); 4) per immersione (il metidmasa sulla naturale capacita del pesce di
assorbire acqua, mediante le aperture cutaneanehiali, dall’ambiente circostante).

La risposta anticorpale indotta dal vaccino é erfizata da diversi parametri quali I'eta del
pesce (la risposta immunitaria € piu intensa etdraaquanto maggiore e 'eta del pesce), la
tecnica di somministrazione del vaccino (tra lentelte descritte il bagno normo-osmotico
sembra essere quella consigliabile se si voglicemxinare molti pesci di piccola taglia), il
tempo di contatto tra pesce e la soluzione vacejrialtemperatura dell’acqua al momento
della vaccinazione e il tipo di antigene. In realtaccinazioni veramente attive sono
disponibili solo per un numero molto limitato ditpgie batteriche, data la complessita della
struttura antigenica dei patogeni; inoltre lo sppo di vaccini contro patogeni intracellulari
non ha ancora avuto successo (Kennedy et al., 2006)

Pertanto recentemente la ricerca si sta orientaetko un uso sempre piu ampio di sostanze
ad azione immunostimolante ossia sostanze in gdadoodulare il sistema immunitario
andando ad agire sulla funzione di uno o piu coreptirdi quest’ultimo. Somministrare ai
pesci sostanze con effetto immunostimolante risedsere un metodo molto promettente nel
controllare le malattie in acquacoltura (Raa et¥92; Robertsen, 1999), in alternativa alla

chemioterapia e ai vaccini (Secombes, 1994; Anderk®99), in quanto presentano un largo
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spettro di attivita e possono essere usate cortantranto preventivo efficace ed eco-friendly
contro patologie (Harikishnan et al., 2011). L'immamodulazione dei pesci allo stadio
larvale, ad esempio, € stato proposto come metfidace per aumentare la sopravvivenza
agendo sulla risposta innata dell’'animale finch@eccanismi di difesa specifici non siano
sufficientemente sviluppati all’effettiva risposthpatogeno.

Esistono molte sostanze con effetto immunostimelam non sempre la loro attivita & chiara
0 provata; attualmente si stanno conducendo stedi rigercare un valido sistema di
valutazione della loro efficacia. La loro azionpehde da dose, modalita di somministrazione
e da variabili ambientali e fisiologiche (temperatueta, fase di crescita etc.). Queste
sostanze, utilizzate come additivi nei mangimi, seEmo produrre una maggiore attivazione
dei macrofagi ed un potenziamento di molti paranugl sistema immunitario innato come:
lisozima, complemento, specie reattive dellossiger del nitrogeno, antiproteasi,
fenolossidasi, glutatione perossidasi etc. (Hastkman et al., 2011); inoltre sono in grado di
stimolare la risposta anticorpale. L’attivazionejdeste funzioni immunologiche si associa ad
una migliore protezione da malattie infettive, sisgenza a batteri patogeni coirnstonella
anguillarum Aeromonas salmonicidas Yersinia rukeri(Sakai et al., 1999). Caratteristica
peculiare degli immunomodulatori € di determinan@ dusposta rapida e di breve durata. Tra
le sostanze che possono essere utilizzate come nostionolanti troviamo: prodotti di
derivazione batterica, glucani, vitamine, citochife@maci immunostimolanti (levamisolo),
lecitine ed estratti vegetali.

Gli immunostimolanti possono essere somministrati pgesci attraverso iniezione
intraperitoneale oppure oralmente attraverso lteadimetodo quest’'ultimo che risulta essere
decisamente piu pratico (Jeney e Anderson, 19%28kt Mulero et al., 1998a, 1998b; Sakai,
1999; Yin et al., 2006). Il metodo diretto dell&zione intraperitoneale e il metodo di
somministrazione piu rapido ed effettivo; in acaquaga gli immunostimolanti sono
solitamente somministrati secondo questa metodetdene risulti essere fonte di grande
stress per I'animale (Ainsworth, 1994; Yoshidaletk95; Duncan e Klesius, 1996a, 1996b).
Altra caratteristica che fa dell'iniezione il metogiu efficace per la somministrazione di
immunostimolanti € la rapidita di assorbimento elstbstanze da parte dell’animale che con la
dieta sarebbe notevolmente piu lenta (Yoshida, 1%&bbene I'iniezione diretta di sostanze
possa presentare questi vantaggi, € un metodaattesper I'animale e che richiede tempo,
inoltre diventa impraticabile fino a quando il pede pesci non supera i 15 grammi. E per
questo che la somministrazione di sostanze perokaée rappresenta un’utile alternativa

all'iniezione nella somministrazione di massa a@aeli tutte le taglie (Selvaraj et al., 2005).
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Infatti I'incorporazione nella dieta di immunostitaati non richiede molto tempo, & semplice
ma soprattutto non prevede uno stress nell'anim@lermette ad un gran numero di esemplari
di poter essere trattati con il minimo costo e &dBlazer, 1992; Anderson, 1992; Siwicki et
al., 1994; Esteban et al., 2001).

Gli effetti degli immunostimolanti in I'acquacol@dipendono da vari fattori come il tempo,
il dosaggio, il metodo di somministrazione e le diaioni fisiologiche in cui si trovano i
pesci. Inoltre I'effetto & dosaggio dipendente @arci sono stati casi di overdose ( Kajita et
al., 1990) ma anche casi in cui la sostanza immuatejiva non e efficace in tutti gli stadi di
sviluppo del pesce (Huttenhuis, 2006). Ad esempait&K e collaboratori (1990) hanno
dimostrato sperimentalmente che iniettando levamisel salmone alle concentrazioni di
0,1/0,5 mg/kg, si osserva un incremento delle Eelfagocitiche. Inoltre si é visto che
somministrando nella dieta di salmone infettatddanguillarumuna certa concentrazione di
peptidoglicano per un periodo di 30 giorni, I'animanostrava un potenziamento del sistema
immunitario che perd non é riscontrabile se laaus viene somministrata per un periodo
piu lungo (Matsuo e Miyazano, 1993). Non €& ancolaara la ragione per cui la
somministrazione a lungo termine di sostanze imratimolanti riduca la loro efficacia, e per
guesto che la dose e la durata del periodo di somtrazione debbano essere chiaramente

definiti per ogni tipo di immunostimolante.

1.3 Il biologico: una nuova opportunita per I'accacoltura

La FAO prevede che nel 2030 la produzione globalpedce dovra aumentare di altri 40
milioni di tonnellate, per soddisfare I'eccezionalemento della domanda. Cio comportera un
raddoppiamento della produzione di pesce da allemémn con conseguente aumento della
contaminazione ambientale, che rappresenta unomagjgiori problemi delle attivita di
acquacoltura: acque reflue, deiezioni animali, ntaeghon consumato e residui di farmaci o
disinfettanti eventualmente utilizzati che possomganere sia nell’ambiente che nei tessuti
dei pesci; inoltre, il mangime, se non adeguataemeantrollato, puo veicolare contaminanti
chimici ambientali, come metalli pesanti, e diossih’acquacoltura implica anche uno
sfruttamento consistente delle risorse idrichepsiavia diretta, come nel caso degli impianti
off-shore in cui la popolazione ittica & allevataettamente in mare, sia per via indiretta,
come nel caso degli impianti a terra in cui I'alevento avviene in vasche artificiali
alimentate attraverso sistemi di captazione dejliaca mare. Da non dimenticare é il rischio
di interazione genetica di animali fuoriusciti @aiabbie con le popolazioni selvatiche della

stessa specie. Una possibile soluzione agli imgatibientali esercitati dalle attivita di
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allevamento di specie ittiche é I'acquacoltura dmfida, che, oltre a tutelare maggiormente

I'ambiente marino, offre al consumatore garanzikasgualita organolettica del prodotto. I

sistema si basa infatti su un rigoroso controllaudie le fasi di produzione del pesce, in

impianti strutturati in modo da mantenere inaltedatcaratteristiche del territorio circostante,

mantenendo un alto livello di salute e benessegh deganismi allevati e interferendo il

meno possibile sul comportamento naturale deglnahi Attualmente, sia in Italia che in

Europa si sta verificando una crescente attenzienpiscicoltori verso le problematiche della

produzione biologica. Il Reg. (CE) n. 834/2007,ofat 1l, Articolo 3 stabilisce che

I'agricoltura biologica, in via di principio, “risgita i sistemi ed i cicli della natura, sostiene e

migliora la salute di suolo, acqua, piante e anineall’equilibrio tra loro”. Inoltre, il

regolamento (CE) n. 710/2009, nel Recital 5, evaéeit bisogno di sviluppare una sensibilita

ambientale nell’acquacoltura e richiama la legislag ambientale a cui I'acquacoltura

biologica €& sottoposta. Le principali caratteristicdell’acquacoltura biologica sono (Biao,

2008):

« Sistema di produzione estensivo, allevamentissdadensita

*Monitoraggio ambientale e utilizzo del managemamtbientale per migliorare i processi
tenendo conto dell’'ecosistema naturale

* Minimizzazione di inquinamento chimico o dovuiarengimi

* Riciclaggio e rigenerazione dei nutrienti

» Allevamento di specie acquatiche endemiche, favdo anche la policoltura, ovvero
l'allevamento nella stessa unita di coltura di $pethe appartengono a differenti livelli
trofici

* Proibizione dell’'uso di additivi chimici e antdiici

* Piano di produzione a lungo termine per uno gytusostenibile dell’allevamento

» Mantenere I'allevamento entro i limiti della sexsibilita dell’area naturale.

Oggi, quindi, sempre piu attenzione viene data @itaduzione dell’acquacoltura biologica e

ai principi su cui si fonda: la salvaguardia detilziente, un elevato livello di biodiversita, la

tutela del benessere dei pesci allevati e la piersaata protezione del consumatore (Fig. 3).

Proprio in accordo con questi principi ed alla ludelle problematiche e dei limiti

dell'acquacoltura convenzionale descritti, appahgaro il perché negli ultimi anni sia

cresciuta l'attenzione verso il potenziale espressdalle sostanze naturali come

immunostimolanti per le loro possibili applicazieniacquacoltura.
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Fig. 3

Un impianto di acquacoltura biologica nell’OceanttaAticc

Questi trattamenti si basano sul principio una dellepossibili strategie euabili per
contribuire alla difesa dalle malattie e al migdiorento della salute degli animé quella di
potenziare il sistema immunitario dei pesci allevakativamente al quale faro una sintet

descrizione.

1.4 Il sistema immunitario dei eleostei

Il sistema immunitario dei pesci Teleostei e indgrali difendere I'organismo contro age
infettivi o patogeni mediante l'interazione di pdgmoni linfocitarie e I'espressione
molecole specifiche. Esso mostra tutti gli aspéitbase cheverranno poi sviluppati ne
Vertebrati piu evoluti e comprende organi e teskofbidi come il timo, il rene, la milza,
tessuti mucosali associati alla pelle, alle bram@hall'intestino (Tatner, 1996); Zapata et
1996; Abelli et al., 1996). Cor nei Mammiferi lo sviluppo e l'attivazione funziomabei
linfociti dei pesci sembra avvenire in microambiespecializzati a partire da cellule stamir
progenitrici. Le sottopopolazioni leucocitarie campdono le cellule B e le plasmacell
(Irwin etal., 1986), le cellule T (Lin et al., 1992; Scamglet al., 1995; Abelli et al., 1996)
granulociti  (Ainsworth, 1992; Hine, 1992; Verb-van Kemenade et al.,, 1995),
monociti/macrofagi (Mesenguer et al., 1991; Haetial., 1994; Sveinbjiorssott al., 1994),
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le cellule citotossiche non specifiche (NCC) (Evatsal., 1992; Hogan et al.,, 1996) e i
trombociti (Esteban et al., 1989; Rombout et a@96). Monociti/macrofagi, trombociti,
granulociti neutrofili ed in parte le NCC, rappretmo il sistema immunitario che agisce in
maniera aspecifica. In particolare, i monociti/nud&ci e i neutrofili sono deputati all’attivita
di fagocitosi (Mac Artur and Fletcher, 1985), mentalle NCC é affidato il compito di
svolgere attivita cellulare tossica non specifigasp-Friedman e Evans, 1999). | linfociti B e
T sono, invece, le popolazioni cellulari che sottovate in modo differenziato da specifici
antigeni e rappresentano la linea di difesa imnawiait di tipo specifico. | linfociti T
costituiscono, inoltre, la popolazione cellulare e chriconosce componenti propri
dell’'organismo rispetto agli estranei, risultandoportanti nella regolazione della risposta
immunitaria di tutti i Vertebrati, compresi i pegblakanishi et al., 2001; Nam et al., 2002).

| Teleostei presentano due tipi principali di immaninnata (non specifica) e adattativa
(risposte cellulari ed umorali indotte dall'antigencon caratteristiche di specificita e
memoria) (Scapigliati et al., 2000). Tale divisidree i due sistemi non € cosi netta in quanto
il sistema immunitario innato, oltre ad essere dmpria importanza nel combattere le
infezioni nei pesci, € anche importante nell’attieme della risposta immunitaria acquisita
(Fearon et al., 1997; Carrol et al., 1998; Viimbsle 1998). La stretta relazione tra sistema
innato ed acquisito ha ricevuto una particolareragibne nella ricerca sui Mammiferi.
L’attivazione dei componenti del sistema di ricatiogento innato come la stimolazione di
fagociti, la produzione di citochine e chemochiregfivazione del sistema del complemento
e di vari recettori, stimolano le cellule T e Be=dellule presentanti I'antigene (Lo et al.,
1999). Sebbene nei pesci siano stati effettuattdiirstudi a riguardo, si pensa sia presente in

essi una simile comunicazione tra sistema innatacegdisito (Dixon et al., 2001).

1.4.1 Immunita innata dei Teleostei

Per definizione la risposta immunitaria di tipo anm opera sulla base di recettori specifici
denominati PRRs (pattern- recognition receptorsg aftonoscono motivi microbici
conservati conosciuti come PAMPs ovvero pathogsoaated molecular patterns (Akira e
Takeda 2004). Queste molecole includono polisadicariipopolisaccaridi (LPS),
peptidoglicani, DNA batterico, RNA virale a dopditamento e altre molecole, tutti motivi
essenziali per la biologia degli agenti patogem® dhconseguenza sono altamente conservati
(Medzhitov et al., 2002; Elward et al., 2003). Neammiferi ed anche nei pesci, il
riconoscimento di queste strutture induce segradi risultano nella produzione di citochine

pro inflammatorie e radicali dell'ossigeno. | raoet Toll-like (TLRS) sono i maggiori PRRs
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nel riconoscimento dei componenti microbici e metluzione della risposta immune. E’ stato
recentemente dimostrato in vari lavori (Oshiumalet 2003; Jault et al., 2004; Meijer et al.,
2004; Sepulcre et al., 2006) come anche nei pésdifugu, zebrafish, orata) in seguito a
stimolazione attraverso simulatori di infezionialir(poly 1:C) o batteriche (LPS) si innescano
tutta una serie di risposte che coinvolgono ilesist immunitario e che ricalcano quelle gia
osservate nei mammiferi.

Nei pesci, il sistema immunitario innato consisiebdrriere superficiali, di componenti
cellulari e di parametri umorali, che possono esgerecettori associati a cellule o molecole
solubili del plasma o di altri fluidi del corpo.

Le cellule coinvolte nella risposta innata sona@gdciti (granulociti neutrofili, monociti e
macrofagi), le cellule natural-killer (NK) e le tdk citotossiche non-specifiche (NCCs) ma
anche altre tipologie cellulari che producono molec immunoregolatorie coinvolte
nellimmunita innata, come le cellule epitelialirdkitiche (Guery et al., 1995) e i fibroblasti
(Elbe et al., 1995). La fagocitosi di particelledrasee compiuta da neutrofili, monociti e
macrofagi, € un’attivita innata fisiologica comgiwdta alcune tipologie cellulari appartenenti a
tutte le specie di Metazoi finora investigate (Ralhdet al., 2008). Essa € di particolare
importanza nellimmunita innata per I'eliminaziodeparticelle opsonizzate e non (Verho et
al., 2005), inoltre gioca un ruolo nellimmunitaqadsita nella presentazione di antigeni,
derivati da patogeni fagocitati e processati, & alellule del sistema immunitario (Savina et
al., 2007). Da studi condotti sulla spigola € emecke i macrofagi peritoneali hanno
maggiore capacita di fagocitare i batteri rispettanonociti isolati dal sangue, che a loro
volta hanno maggiori capacita fagocitiche rispetlie cellule isolate dal rene cefalico. Di
particolare interesse € la recente scoperta cheellale B dei pesci possono compiere
fagocitosi, attribuendo un nuovo ruolo ai linfocitel'immunita innata (Li et al., 2006).
Anche i granulociti possono effettuare la fagogjte® pure ridotta rispetto a quella dei
macrofagi. Nei granulociti di molti pesci sono sta&videnziati i seguenti enzimi: fosfatasi
alcalina e acida, cloro acetato esterasi, perasseldisozima. Le cellule non specifiche che
presentano citotossicita (NCC) invece sono capaaicdidere i loro bersagli inducendo
necrosi e apoptosi in modo molto simile a come dalencellule citotossiche dei Mammiferi
(Mesenguer et al., 1996). Sia le cellule NK di que&imi che le NCC sono attivate da
linfochine (Ruiz et al., 2001), necessitano deltatio diretto con la cellula bersaglio (Evans e
Cooper, 1990) e, come conseguenza di questa iireaz presentano cambiamenti
ultrastrutturali nell’area di contatto tra le céiMulero et al., 1994). Una differenza tra le

NK e le NCC é emersa da studi sulla cinetica deiali cellule tumorali condotti sull’orata,
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da cui si evince che la velocita di azione delleON€inferiore a quella con cui agiscono le
NK (Cuesta et al., 2002). Nei Teleostei tutte leQN@anno mostrato esprimere sulla loro
superficie un recettore, NCCRP-1, che determicarnlkatto fra la cellula citotossica ed il suo
target (cellula tumorale o protozoo parassita)ipeurre il ciclo litico dello stesso target (Jaso
Friedmen et al., 1997).

Le molecole coinvolte nellimmunita innata invecene le citochine, le chemochine, il
complemento, gli inibitori della crescita come tasferrina, e I'interferone, gli enzimi litici
(lisozima, catepsina e chitinasi), le lectine edattori Toll-like (Magor e Magor, 2001). Tra
gueste molecole una fondamentale classe e rappatsatalle citochine che svolgono un
ruolo centrale nei sistemi di difesa sia innato abguisito. L'elevato grado di conservazione
delle loro proprieta tra i vari gruppi animali icdi come tali proteine siano fattori altamente
conservati nel corso dell’evoluzione. Sono molegoiateiche prodotte da vari tipi di cellule
secrete nel mezzo circostante di solito in rispastaino stimolo, ed in grado di modificare il
comportamento di altre cellule inducendo nuovevitdticome crescita, differenziazione e
morte. Tra le citochine secrete nei pesci ricordiam-1p, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
TNFa. Le chemochine invece sono una piccola famiglia pdbteine inducibili pro-
inflammatorie che dirigono la migrazione e l'attri@ane di specifici tipi cellulari mediante
I'interazione con i loro recettori. Le varie clagBichemochine vengono divise in base alla
disposizione lungo la sequenza dei residui di iciate| recettori delle chemochine
appartengono ad una classe ben nota di proteing-tnembrana, definite anche “serpentine”
0 recettori multipasso, che presentano sette dotrams-membrana e sono accoppiate a
proteine G intracellulari. Ci sono evidenze che traw® che vi € una considerevole
ridondanza nelle interazioni chemochina-recetttaanaggior parte dei recettori puo legare
piu di una chemochina e viceversa. Tra le chemechani recettori clonati nei pesci
ricordiamo: CK-1 (Dixon et al., 1998; Fijiki et aR000), CC, CCR-7 (Daniel set al., 1999),
CXC (Nam et al.,, 2000), CXCR-4 (Daniel set al., 9Q9CXCR-1/CXCR-2 (Fijiki et al.,
2000). Anche il complemento e un sistema biologittodifesa aspecifico che assicura
un’efficace protezione contro infezioni sostenutg whri microorganismi; € una parte
essenziale dellimmunita innata responsabile delediazione delle risposte infammatorie,
dell’attivazione delle cellule fagocitarie, dell'spnizzazione delle particelle e la lisi della
membrana cellulare. L’attivazione del complementm @vvenire secondo tre vie: la via
classica la via alternativa e la via delle lectin€eleostei possiedono un efficiente sistema del
complemento (Sunyer e Tort, 1994), capace di lisaralcune specie di pesci, una varieta di

eritrociti (di pecora, di coniglio, di cane e dipta), attraverso la via alternativa (Sunyer e
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Tort, 1995). Una delle proprieta piu interessaeli@mplemento dei Teleostei & che alcune
delle sue componenti (C3 e fattore B) sono presansoforme multiple, prodotte da geni
differenti, e che queste differiscono nella stméte nella funzione, aumentando cosi |l
numero dei potenziale patogeni che puo riconos(daeikao et al., 2000; Zarkardis et al.,
2001). Un altro parametro importante del sistenrato e la transferrina che agisce come
inibitore di crescita dei batteri legando il fedibero nel sangue essenziale per la vita dei
batteri (Langston et al., 2001). La transferrinanehe una proteina della fase acuta richiesta
durante le risposte inflammatorie per rimuoverkeito dai tessuti danneggiati (Bayne et al.,
2001) e un attivatore dei macrofagi dei pesci (Stedfet al., 2001). L'interferone (IFN) e un
altro inibitore della crescita. La sua importannéiarale e stata dimostrata nella carpa e nella
trota iridea. Nei pesci sono stati isolati: 'IENI'IFNB e I'IFNy. In particolar modo la
risposta mediata da Interferon#, citochina prodotta da leucociti e fibroblasticréica per

la protezione dell’'ospite contro la replicaziondfudia di vari virus, soprattutto grazie
all'attivazione trascrizionale di geni che codificaper proteine antivirali (ISGs) (Der et al.,
1998; de Veer et al., 2001). L’attivita antivirdleotta da I'interferones/p3 rappresenta un
meccanismo tramite il quale le cellule che espondah interferoni sono difese dal virus che
penetra nel citoplasma, producendo proteine aativiche in parte favoriscono la
degradazione degli RNA messaggeri del virus edanmtepinibiscono la sintesi delle proteine
virali. Contemporaneamente all'induzione dell’atfivantivirale linterferoneo/p esercita
molteplici effetti modulatori sulla risposta immunianata e acquisita, aumentando il
potenziale delle cellule NK di individuare e uccilde cellule infette (Biron et al., 1999),
aumentando 'espressione del complesso maggiastodompatibilita di tipo | promuovendo
la presentazione dell’antigene (Fellous et al.,2)9®romuovendo la sopravvivenza delle
cellule T (Marrack et al., 1999), stimolando la arazione delle cellule dendritiche (Buelens
et al., 2002), mediando I'apoptosi di cellule itdge da virus (Samuel 2001) ed inibendo la
proliferazione cellulare (Stark et al., 1998). Laxwovirus resistance protein (MX) € una
proteina indotta da IFN in grado di prevenire lastita sian vitro chein vivo di certe classi

di virus. Si e ipotizzato che le proteine MX pregano la replicazione virale inibendo il
passaggio intracellulare dei nucleocapsidi virdhl{er et al., 2004).

Per quanto riguarda invece la protezione dell’@spdntro la replicazione diffusa di batteri, e
importante ricordare che le infezioni di naturaté@ta nei Teleostei, cosi come nei
Mammiferi, sono uno degli stimoli pit comuni peindorgenza dell'inflammazione.
L'inflammazione € un meccanismo di difesa non decinnato, che costituisce una risposta

protettiva, il cui obiettivo finale é I'eliminaziendella causa iniziale di danno cellulare o
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tissutale. E indotta dai recettori Toll-like, chens in grado di riconoscere organismi estranei
(non-self e scatenare la risposta immunitaria con consegueflammazione.

Le fasi effettrici dellimmunita innata che si @spono nella risposta a carattesistemicoal
danno cellulare o alla presenza di patogeni e mélgosta infiammatoria, sono in larga
misura mediate dalle citochine, messaggeri polideptdi piccole dimensioni del perso
molecolare che va dagli 8 agli 80 kD. Le citochwengono secrete da cellule (endoteli,
linfociti, macrofagi, fibroblasti ecc.) attivate daimoli inflammatori, ed esplicano la loro
azione mediante legame con specifici recettori @mirana. Tale legame determina la
trasduzione del segnale dal citoplasma al nucl#oeeinzando I'espressione genica. Le prime
fasi dell'inflammazione sono caratterizzate daifdesi e liberazione di peculiari citochine.
Esse sono in grado di attivare ed orchestrare ii maccanismi difensivi dell'organismo e
preparare i fenomeni riparativi. Tali citochine eolinterleuchina-g (IL-1p), il Tumour
Necrosis Factow: (TNF-0) I'interleuchina-6 (IL-6) che costituiscono la metta triade pro-
inflammatorid ed altri mediatore dell'infiammazione, come I'emna COX-2 e molecole
anti-infiammatorie (IL-10, TGH-). Tali citochine, conosciute da tempo nei mammise&a
sotto il profilo biochimico-molecolare sia sottoeljo funzionale, sono state recentemente
identificate e clonate anche nei pesci. Negli ultanni infatti, gli studi condotti sui pesci
hanno permesso di individuare e chiarire il ruodb metwork di citochine prodotte in questi
animali (Bird et al., 2006; Savan et al, 2006).

Per quanto riguarda I'lL{1 questa citochina viene prodotta in risposta aziofa batteriche,
stimolata soprattutto dall’'LPS, ma e anche prodottaresenza di TNF e per l'interazione
delle cellule produttrici con linfociti T CO4

L’IL-1 B € stata una delle prime ad essere clonata e &udhé punto di vista biochimico in
diverse specie di pesce (Zou et al., 1999; Pelegrah., 2004; Hong et al., 2004; Wang et al.,
2009) inclusi i pesci cartilaginei (Bird et al.,3X); essa mostra in parte una certa omologia
con quella di animali superiori, infatti presenta2b-30% di identita strutturale con le
corrispondenti Interleuchine dei Mammiferi. Tut@vanche la percentuale di identita
molecolare tra diverse specie ittiche risulta pistid bassa (circa 30%), mentre la struttura
tridimensionale della molecola € molto conservéare le specie ittiche che tra queste e le
IL-1 di mammifero.

Attualmente si conoscono due forme di Ig-ei pesci: IL-Bl e IL-1pBll, osservate in varie
specie tra cui la carpa e la trota (Pleguezuelas.,e2000; Engelsma et al., 2003). Nella trota
arcobaleno sono stati sequenziati anche i recditetB-Rle IL-1B-RIl ( Sangrado et al.,
2000; Metz et al., 2006).
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Le funzioni del tumor necrosis factor alfa (T&Fsi sovrappongono largamente a quelle
dell'lL-1 con la quale spesso agisce sinergicaméintdNFo viene definita come una potente
citochina pro-inflammatoria rilasciata da diversdlide immuni durante un’infezione o un
danno tissutale che é coinvolta in molte condizinhammatorie ed infettive. Probabilmente
una delle principali funzioni del TNFe il reclutamento leucocitario ovvero la regolaso
delle interazioni tra I'endotelio ed i leucocititralverso I'up-regolazione delle molecole di
adesione endoteliale (selectine P ed E; ICAM-1) afjsscono riducendo la velocita dei
leucociti durante il rolling nelle venule postcaguii promuovendone la fuoriuscita dal vaso e
la seguente migrazione verso il sito di infiammaeigMulligan et al., 1993; Henninger et al.,
1997; Jung et al., 1997).

Si conoscono 2 recettori per il TNF (TNF-R1 e TNE}Rhe attivano segnali intracellulari
differenti: gli effetti biologici del TNF-R1 indugw l'apoptosi mediante l'attivazione dei
fattori di trascrizione NF-kB.

I TNF-a & stato recentemente sequenziato in varie spegieste (Zou et al., 2003); in
alcune di esse presenta una omologia struttur&i25d80% rispetto al TNk-di mammifero,

e tra loro un'identita strutturale del 50%.

Recenti studi condotti su zebrafish e orata hamnata a capire il principale ruolo del TNF-
nella risposta inflammatoria. Questo consiste atilare le cellule endoteliali, promuovendo
I'espressione di E-selectina e di chemochine erewltare ed attivare le cellule fagocitiche
(Roca et al., 2008). Inoltre questa citochina grado di stimolare I'espressione di MHC di
classe | e Il e di CD48 nelle cellule endotelidigche farebbe ipotizzare un eventuale ruolo di
questa popolazione cellulare, stimolata dal Td\Faella presentazione dell’antigene (Roca et
al., 2008).

Insieme all'lL-1 ed al TNF svolge un ruolo importante nel modulare la rispost
inflammatoria e nell'indurre la sintesi delle pingedi fase acuta da parte degli epatociti.
Concorre alla differenziazione dei linfociti T hefp diminuisce il reclutamento di neutrofili
nel sito infammato e incrementa quello dei maayofa

Recentemente un omologo della molecola e stat@atdamei teleosteiHugu rubipres. In tale
specie, la molecola presenta una bassa omologidustiie con altre IL-6 conosciute (26%
circa); in corso di flogosi € prodotta anche allovbranchiale, intestinale e splenico.

Altro componente responsabile dell'infiammazionBaeido grasso ciclossigenasi (COX) o
“prostaglandina endoperossido sintasi 2“ (PGH sihtavvero il primo enzima coinvolto
nella sintesi delle prostaglandine che catalizzsalsformazione dell’acido arachidonico negli

intermedi endoperossidi instabili PGG2 e PGH2 cheosprecursori di vari eicosanoidi
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(prostaglandine, leucotrieni, trombossani) infianona La COX-2 rappresenta la forma
inducibile dell'enzima che viene prodotto occaslorente nelle cellule coinvolte nella
risposta inflammatoria o immunitaria. Essa caudardoe gonfiore in risposta ad un danno
fisico 0 ad un’infezione, aumenta la permeabilédledpareti dei vasi sanguigni e fa giungere
le cellule del sistema immunitario al tessuto dggmeto. La ciclossigenasi aggiunge due
molecole di ossigeno all'acido arachidonico, comamdo una serie di reazioni che
produrranno, alla fine, una varieta di prostaglaadiiverse, il rilascio di citochine e fattori di
crescita che porteranno ad una severa infiammatishikawa et al., 2007).

Sfortunatamente non si conosce ancora molto ciecduhzioni dell’enzima COX-2 in
Vertebrati non Mammiferi inclusi i pesci. | cDNA @OX-2 sono stati clonati in Teleostei
come la trota@nchorynchus mykis¢Zou et al., 1999) e lo zebrafisBgnio rerio) (Grosser

et al., 2002), dimostrando che anche i Teleostes@uo produrre I'enzima (Jarving et al.,
2004) geneticamente e funzionalmente correlatea¢ grtologo di mammifero.

Durante i processi inflammatori vengono anche pitedocitochine ad attivita
antinfiammatoria ed immunosoppressiva come IL-T@E& B, il cui principale ruolo é quello
di inibire i processi inflammatori consentendo dengenesi e facilitando i processi riparativi
attraverso il rilascio di vari mediatori. Questéochine ostacolano il differenziamento dei
linfociti T verso il fenotipo protettivo inducendwiceversa, la differenziazione dei linfociti
Th2 e/o di cellule T regolatorie, una sottopopalagi di linfociti T immunosoppressivi che si
originano in presenza di TGF{Mills 2008.).

La citochina TGH3 viene prodotta anche nei pesci, espresso sopoattt livello
dell'epidermide, del rene cefalico e della milzaeSsisto che la sua espressione puod venire
up-regolata nei macrofagi trattati con LPS (Hadetadl., 2008). Nei pesci il TGB-gioca un
ruolo importante nella proliferazione linfocitariggang et al., 2008), attiva la risposta
rigenerativa e proliferativa a seguito di un damissutale ed € in grado di down-regolare la
produzione di ossido nitrico nei macrofagi stimotain TN-Fo. (Haddad et al., 2008).

Tra le molecole coinvolte nellimmunita innata nidamo anche vari enzimi litici, che
possono agire singolarmente oppure a cascata, swmportanti elementi di difesa
specialmente contro i batteri. Nei pesci sono stintificati il lisozima, la catepsina, la
chitinasi e altri enzimi batteriolitici trovati néessuti e nei fluidi del loro corpo (Alexander et
al., 1992). In particolare il lisozima & un impart& parametro della difesa immunitaria. E un
battericida, ossia idrolizza il legarfieglicosidico dei peptidoglicani della parete cedid dei
batteri sia Gram-positivi che Gram-negativi, praaoedone la lisi (Medzhitov et al., 1998). Il
lisozima attiva il sistema del complemento e i @tdGrinde, 1989), e presente nel muco,
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nei tessuti linfoidi, nel plasma e negli altri fhilidel corpo della maggior parte delle specie di
pesci (Grinde, 1989; Yousif et al., 1994). Anchéelgine sono glicoproteine importanti per la
neutralizzazione delle componenti batteriche; egsetecipano all’agglutinazione dei
microrganismi e alla precipitazione di sostanzelsitil(Van Muiswinkel, 1995). Le lectine di
tipo C presentano una specificita per diversi cairadi; I'interazione di tali proteine con i
carboidrati determina |'opsonizzazione, la fagagite [|attivazione del sistema del
complemento. Diverse tipologie di lectine sonoestablate nel siero di differenti specie di
pesce; alcune mostrano affinitd per i carboidrastrattura molecolare e funzione simili a
quelle dei Mammiferi (Ottinger et al., 1999; Nagaial., 2000), mentre altre presentano una
differente specificita nel legame con i carboidetsequenze eterologhe (Fock et al., 2000;
Honda et al., 2000). Ad esempio le pentraxine (tgina C-reattiva e la proteine amiloide
del siero) sono lectine presenti nei fluidi delpmre sono comunemente associate con la
risposta della fase acuta (Bayne et al., 2001; Wl ,€2003).

1.4.2 Immunita acquisita dei Teleostei

L’immunita acquisita o adattativa consiste di meds@i di difesa piu evoluti rispetto a quelli
dellimmunita innata. Le caratteristiche principadéll'immunita acquisita sono una specificita
ristretta per le molecole antigeniche ed una meandte permette una piu intensa risposta ad
esposizioni ripetute allo stesso agente patogenanadmaggiore efficienza nell’espressione
delle funzioni effettrici (Rocha B. e Tanchot C002).

| componenti basilari dellimmunita acquisita soinlinfociti ed il loro prodotto principale:
una molecola capace di riconoscere I'antigene a@evo secreta (linfociti B) o esposta sulla
membrana (linfociti T). Le risposte adattative inmomodulatorie sono classificabili in due
tipi: immunita umorale ed immunita cellulo-mediata.

Le cellule responsabili dell'immunita acquisita wale sono i linfociti B che producono
citochine, molecole di tipo ormonale necessarie |gercrescita e la differenziazione.
L'immunita cellulare consiste invece di cellule clpeesentano I'antigene (APC, quali
macrofagi, cellule dendritiche, cellule endotelidagociti mononucleati) e di linfociti Th
produttori di citochine per I'attivazione di macagi e di linfociti T citotossici (Tc) i quali
uccidono le cellule tumorali, infettate da virudaalti patogeni endocellulari.

Una componente umorale importante dellimmunitacgjma € rappresentata dagli anticorpi
prodotti dai linfociti B rintracciati a livello dmolti fluidi tissutali (plasma, linfa, bile, muco
della cute, muco intestinale). Studi molecolarii@chimici hanno evidenziato che le Ig dei

Teleostei appartengono ad una sola classe (IgMe&jiton un singolo tipo di catena pesante
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(w) (Warr, 1995). Tuttavia, recentemente nei pesaciosstati trovati altri isotopi di IgM
nominate IgD (Wilson et al., 1997; Stenvik et &000), IgT (Hansen et al., 2005) e IgZ
(Danilova et al., 2005).

E stato inoltre dimostrato che le IgM di superfisieassociano ad altre molecole per formare
il complesso del “recettore specifico per I'antigedei linfociti B” (BCR). Il BCR ha la
funzione di attivare i linfociti B che si trasform@ain plasmacellule, iniziando la secrezione di
interleuchine ed immunoglobuline. La struttura dedcettore di membrana delle
immunoglobuline e capace di attivare un secondosagggero intracellulare in risposta al
cross-linking (Van Ginkel et al.,, 1994) con I'immagioblina e al legame con I'antigene
(MacDougal et al., 1999).

E stata inoltre dimostrata la presenza di Ig e diegple Ig-simili sia nelle uova che negli
avannotti di alcune specie di pesce, e l'uptakéedglé stato studiato in dettaglio nelle uova
dell’orata e della spigola (Picchietti et al., 202006).

Nellimmunita di tipo cellulo-mediata la fase etféte € attivata dal legame specifico e la
risposta al peptide associato all’antigene medibntaolecole dMHC ai linfociti T effettori

di memoria, i quali sono localizzati in prossimitélle cellule che recano sulla loro superficie
gli antigeni estranei; per questo motivo le reazaaillulo-mediate sono le piu importanti per
eliminare batteri o virus che si replicano all'ime delle cellule. La prima evidenza della
presenza delle cellule T nei Teleostei risale aghi '70, con la dimostrazioria vitro della
proliferazione indotta con mitogeni (Etlinger et, 41976; Sizemore et al., 1984) e da antigeni
non-self (Marsden et al., 1996), delle rispostéanedazione dei linfociti mescolati (Miller et
al., 1985) e della funzione come cellule helpetanptoduzione di anticorpi contro antigeni
timo-dipendenti (Miller et al., 1987).

1.4.3 Gli organi linfoidi

| Teleostei sono molto importanti per lo studiol'@ebluzione del sistema immunitario dei
Vertebrati poiché mostrano organi linfatici speezdti (Fig.4). Nei mammiferi, il sistema
linfoide & suddiviso in organi linfoidi primari centrali e secondari o periferici. | linfociti
vengono prodotti negli organi linfoidi primari, duanidollo osseo e timo, cominciano a
esprimere i recettori specifici per l'antigene, csdh seguito acquisiscono la maturita
fenotipica e funzionale. Le cellule linfocitarie tuee, fuoriescono attraverso i vasi sanguigni
e migrano verso gli organi secondari, quali milafonodi e tessuto associato alle mucose
(MALT), dove si attivano, in seguito al contattondéantigene specifico, e avviano la risposta

immunitaria.
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Fig.4

Rappresentazione schematica degli organi linforidet®i teleostei

Gli organi e i tessuti linfoidi, deputati a svolgeiunzioni legate al sistema immunitario nei
pesci, sono il timo, la milza, il rene cefalicantestino, le branchie (Tatner, 1996), e il tessuto
linfoide associato alle mucose (MALT). Nei Teledostedifferenza dei Mammiferi, gli organi
linfoidi possono essere considerati a funzione amnisssia in grado di produrre sia cellule
linfocitarie (cellule T e B), che mielocitarie (gnaociti, monociti, eritrociti, trombociti) e per
guesto vengono definiti come organi linfomieloidiafge, 1982; Rombout et al., 1993)
(Figura 4). L'anatomia del sistema linfoide preaeaaitune differenze notevoli con quella dei
mammiferi. | pesci non possiedono midollo ossdmfonodi e le placche del Peyer; hanno
due reni non simmetrici: un rene anteriore, cefalgtuato dietro la testa, e un rene medio
affiancato alla faccia ventrale della colonna vardée. Come il midollo osseo dei mammiferi,

i reni dei pesci producono tutti i tipi di leucagieccetto i linfociti T, prodotti nel timo
(Levraud Jean-Pierre, Boudinot Pierre; 2009). Quiadsiamo affermare che il rene cefalico
e I'analogo del midollo osseo (Zapada, 1979; LamE®85), mentre la milza sembra essere
principalmente coinvolta nell’eritropoiesi nella gmoranza delle specie sinora studiate
(Rowley et al., 1988; Van Muiswinkel et al., 19®lgmano et al., 1997 b, 2000, 2004).

Dopo questa breve descrizione del sistema immumitizi teleostei € mio interesse introdurre
un paragrafo che ha lo scopo di chiarire come gtadti di piante medicinali e i beta glucani
siano in grado di modulare 'immunita innata edttadiva dei pesci.

1.5 GIli estratti naturali, ottenuti da piante medi@li, modulano l'immunita innata e
adattativa dei pesci Teleostei

Molti ricercatori hanno riportato che le erbe maudi possono incrementare negli animali
acquatici molti fattori dellimmunita come il liviel del lisozima nel sangue, lattivita

fagocitica e la produzione di ossido nitrico, clene prodotto da alcune cellule del sistema
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immunitario, le quali lo utilizzano per difendedalle aggressioni di antigeni. In particolare
viene sfruttata la sua azione ossidante e la coestg capacita di liberare radicali liberi in
grado di distruggere la membrana plasmatica dggint microbici.
Sembra che il beneficio che i pesci di allevamaitavano arricchendo la dieta con erbe
medicinali sia dovuto soprattutto al rafforzamerdel sistema immunitario aspecifico
(Seung-Cheol et al., 2007). Infatti le piante maudik influenzano molti fattori di crescita e
la risposta immunitaria innata, inducendo un aumenparametri quali:

= proteine del siero

= eritrociti

» capacita di fagocitosi dei leucociti

= burst ossidativo dei leucociti

= attivita del lisozima del siero

= attivita della perossidasi del siero (meloperossiddenolossidasi, glutatione

perossidasi)

= attivita delle antiproteasi del siero

= attivita del complemento

= espressione di citochine
Tra questi un importante parametro che viene inergato notevolmente dai trattamenti
naturali e il lisozima. Si € visto infatti che akmtando la carpa e l'orata con erbe medicinali
si verifica un chiaro aumento nel sangue del loveli lisozima (Xie et al., 2008; Ji et al.,
2009).
Anche gli enzimi antiossidanti vengono prodottiaggior numero dall’animale la cui dieta &
arricchita dagli estratti vegetali. La rispostaatress nell’organismo dei pesci incrementa la
produzione di radicali liberi; questi possono patalla perossidazione dei lipidi che vengono
direttamente ossidati dall’ossigeno molecolare @aihno e in grado di propagarsi mediante
una reazione a catena. Il sistema degli enzimiossitlanti, composto da superossido
dismutasi e catalasi, puo giocare un importantraella resistenza al danno ossidativo.
Esistono prove sperimentali che mostrano un incnéonéella risposta immunitaria innata da
parte di un grande numero di specie vegetali, cofeatha piperita(Yadegarinia et al.,
2006),Allium sativume Zingiber officinale(Nya e Austin, 2009)
Si e visto inLabeo rohitache una dieta arricchita colllium sativme Curcuma longa
incrementa l'attivita battericida e fagocitica @etlellule immunitarie (Sahu et al., 2007).
La trota alimentata con estratto dingiber officinaleinnalza significativamente ['attivita

extracellulare delle cellule fagocitiche nel sangDegenci et al., 2003), infatti, I'utilizzo di
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estratti di erbe come immunostimolanti antimicrolaamenta significativamente I'attivita
fagocitica in varie specie di pesci (Jang et &@95 Sharifpour, 1997; Kim et al., 1999;
Logambal et al., 2000; Logambal e Michal, 2001; k&alakshmi e Michael, 2001; Rao e
Chakrabarti, 2005; Chakrabarti e Rao, 2006; Gopala&n e Arul, 2006).

In yellowtail trattato oralmente con glicirrizina si osservaioaremento della protezione
contro infezione d#&. seriolasebbene il livello nel sangue di lisozima e laté fagocitica
dei macrofagi non siano incrementati (Edahiro et1#91).

Gli immunostimolanti ricavati dagli estratti di erlmedicinali sono in grado di potenziare non
solo il sistema immunitario aspecifico ma anchellquadattativo (Logambal et al., 2000;
Logambal e Michal, 2001; Venkatalakshmi e Mich&€l01; Chakrabarti e Rao, 2006) e di
stimolare organi come il timo e la milza (Gao e \WW894). Inoltre gli estratti naturali possono
aumentare la produzione di monossido di azoto, sdmabra avere effetti benefici sulla
proliferazione cellulare dei linfociti T e B durantla risposta immunitaria. Gl
immunostimolanti vegetali sono anche in grado onaslare significativamente le opsonine
(Xue et al., 2008) ed aumentare la produzione tcaenpi (Engstad et al., 1993; Kolman,
2001).

Aakre et al. (1994) hanno riportato che se si taieel salmone atlantico una mistura del
batterio Aeromonas salmonicidaon glucano si osserva un innalzamento della sispo
anticorpale.

Nel pesce gatto invece si e visto che iniettandmagio nell’animale, esso risponde ad una
successiva immunizzazione cBnictaluri con un alto titolo di anticorpi nel siero rispetb
controllo (Chen e Ainsworth, 1992).

Dati ottenuti utilizzando Ocimum sanctunhanno dimostrato che tale pianta ha un forte
effetto immunostimolante i@reochromis mossambicus quanto e in grado di rafforzare la
risposta anticorpale e la resistenza alla infezsmAeromonas hydrophyld_ogambal et al.,
2000). In particolare, un certo numero di sostasmee la saponina (Ninomiya et al., 1995),
la glicirrizina (Jang et al., 1995) e l'azadiraetifLogambal e Michael, 2000, 2001,
Harikrishnan et al., 2009a, 2009b) sembrano po&e@zproprio il sistema immunitario
adattativo dei pesci. Si € infatti osservato cheolmministrazione orale della saponina Quil A
incrementa la migrazione leucocitariaygllowtail (Ninomiya et al., 1995). Inoltre Kim e altri
(1998) hanno riportato che il trattamento con glizina aumenti ilburst respiratorio dei
macrofagi e la risposta proliferativa dei linfoditi alcune specie di salmone. Infine e stato
anche riportato che gli estratti di piante poss@atenziare I'attivita di citochine, come

I'interferone, I'Interleuchina 2 e i fattori attiméi i macrofagi (Secombes et al., 1996).
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Nella seguente tabella sono riportati alcuni dekativi ad un miglioramento nella risposta

adattativa e innata in differenti tipi di pesci,daguito a somministrazione orale di varie erbe

(Harikrishnan et al., 2010).

Tipo di erbe Modalita di Specie ittica Patogeno Effetti sui pesci Bibliografia
somministrazione
A.sativum dieta O.mykiss A.hydrophyla Stimolazione Nya et
eritrociti, leucociti | Austin, 2009
fagocitosi, lisozima,
antiproteasi
W.somnifera dieta L.rohita A.hydrophyla | Stimolazione attivita | Sharma et
fagocitica, al., 2010
immunoglobuline,
lisozima
A sativum dieta L.rohita A.hydrophyla Produzione anione | Sahu et al,
superossido, lisozimg 2007
E.senticosus dieta P.olivaceus | V.anguillarum | Stimolazione attivita | Won et al.,
fagocitica, lisozima e| 2008
produzione muco

E grazie agli esiti di questi esperimenti che llaggzione di sostanze fitochimiche in
acquacoltura ha cominciato ad avere un importanézdsse commerciale ed e per questo che
negli ultimi anni sono stati pubblicati molti lavarthe hanno avuto per oggetto i pesci e gli
effetti degli estratti vegetali su di essi (Bablarian, 2001; Citarasu et al., 2002; Jian e Wu,
2003, 2004). Negli esperimenti condotti sui pegoortati nei paragrafi successivi, si pone
I'attenzione sulla possibilita di potenziare iltsima immunitario e quindi di permettere alle
specie ittiche di resistere meglio alle infezi@pgerimentando somministrazioni di una vasta

gamma di piante in una miscela, oppure combinafidgstyatti vegetali con vaccini.

1.6 Effetti di miscele di estratti naturali sul siema immunitario dei pesci

E stato osservato che somministrando non un estrattsi una miscela di estratti vegetali con
proprieta immunostimolanti si verifica un potenzemto del sistema immunitario dei pesci,
per l'azione sinergica di pil componenti attive gameti nei diversi estratti vegetali
(Harikrishnan et al., 2011). Nel 2005, Minomol dlaiooratori hanno dimostrato per la prima
volta che somministrando con la dieta estratti matei di una miscela di erbe conignblica
officinalis, Cynodon dactylore Adathoda vasicale infezioni microbiche inCarassius
auratus siriducevano significativamente. Studi successianrio confermato l'efficacia di
guesto trattamento. Tra le miscele vegetali sonstrattie ai pesci troviamo estratti metanolici
di Ocimum sanctum, Withania somnifeeaMyristica fragans;questi sembrano stimolare
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significativamente diversi parametri dellimmunitétome [I'attivita fagocitica, ['attivita
battericida ed il livello di leucociti ifepinephelus tauvingprecedentemante infettato con il
patogend/ibrio harveyi(Sivaram et al., 2004).

Inoltre, la miscela ottenuta dagli estrattMiscum album, Urtica dioica Zingiber officinale
sembra avere un importante effetto benefico stersia immunitario dei pesci che presentano
infezioni batteriche (Dugenci et al., 2003). Gltratti sono stati somministrati alla trota per
un periodo di tre settimane; alla fine del trattatoe I'animale ha mostrato un significativo
aumento della risposta immunitaria aspecifica. ipgr di pesci trattati hanno esibito
un’attivita fagocitica e di burst respiratorio pngto elevata, rispetto ai gruppi non trattati. Gli
estratti delle piante hanno aumentato inoltre vello di proteine totali del plasmal
medesimo effetto lo si osserva somministrando stipestratti miscelati dradix astragalire
Radix angelicag Astragalus radixe Ganoderma lucidumpppure diAstragalus radixe
Scutellaria radix(Jian e Wu, 2003, 2004; Yin et al., 2006, 2009).aHetti di queste erbe
sono stati investigati su piu specie di pesce tidaccarpa, in cui la somministrazione delle
piante e avvenuta per un periodo di cinque set@mAhtermine del trattamento si & assistito
anche in questo caso ad un innalzamento di al@amanpetri dell'immunita: burst respiratorio,
fagocitosi e livello di lisozima.

Ulteriori esperimenti hanno dimostrato che sonotentd combinazioni di estratti di erbe
aventi effetti benefici sul sistema immunitario deesci, come Rheum officinale,
Andrographis paniculata, Isatis indigotica Lonicera japonicache aggiunti alla dieta,
incrementano I'attivita fagocitica e il numero dutociti inCarassius auratus gibeli@Chen

et al., 2003).

1.7 Combinazione di estratti vegetali con vaccini

Nel 1993 Jeney e Anderson hanno proposto di comibifizso di immunostimolanti con la
somministrazione di vaccini a basse dosi. Gli &ffgscontrati sono stati un potenziamento
dell’attivita fagocitica e un aumento dei livelli isozima e di immunoglobuline nonché un
potenziamento dell’attivita del complemento. Intmalare & stato possibile osservare che
combinandoGanodermae Astragaluscon un vaccino contro Aeromonas hydrophilai é
assisto nella carpa ad un aumento del’attivithudst respiratorio, dei livelli di lisozima e di
fagociti con una conseguente riduzione della mitatah individui infettati daAeromonas
hydrophila (Yin et al., 2009). Anche la somministrazione diratti di Ocimum sanctunm
seguito a vaccinazione sembra incrementare illtvei anticorpi e quindi la protezione di

Oreochrominos sambicuscontro un’infezione sperimentale dAeromonas hydrophila
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(Logambal et al., 2000). E stato anche riportatd jpbe alte dosi di estratti di erbe combinate
con vaccini possono anche avere un effetto immuppessivo inOreochromimos sambicus
(Logambal e Michael, 2001).

1.8 GIli immunostimolanti naturali utilizzati nellamia ricerca: le piante medicinali Aloe

arborescens e Myrtus communis e il prodotto comniaiec Macrogard

1.8.1 Le piante medicinali Aloe arborescens e Mytommunis e loro proprieta curative
Come gia detto le piante medicinali stanno risauhbeun crescente interesse nel settore della
bioacquacoltura in quanto rappresentano una péssitiategia per la messa a punto di
trattamenti immunostimolanti volti a migliorare $alute degli animali allevati nel rispetto
dell’ambiente.

Tra le possibili piante note nella medicina tragli@le per il loro potere curativo abbiamo
deciso di utilizzare per la sperimentazione oggettdla mia tesi di dottorato Aloe
arborescensed il Myrtus communigiue importanti piante medicinali largamente utéitez
come ingredienti per cibi salutari e cosmetici, sidarate fonte di biomolecole con
prospettive future in ambito chimico-farmacologit®wis and Ausubel, 2006). Anche se le
conoscenze sugli effetti degli estratti di Aloe erth sui pesci sono veramente scarse, la
comprovata attivita immunomodulatoria di tali piusui mammiferi ci ha spinto a testarne le
proprieta anche sui teleostei.

L’Aloe (Fig. 5) e una pianta sempreverde, denominata ix@rofsucculenta. Ha la
capacita di vivere in ambienti aridi e in periodi ldnga siccita riuscendo, grazie alla
resistente cuticola, ad evitare l'eccessiva tragmne dalla superficie fogliare. La
mucillagine contiene inoltre, nello spessore dekpeahima, una sorta di tessuto spugnoso
capace di trattenere l'acqua filtrata dalle radei dalle foglie. Pianta angiosperma
recentemente assegnata alla famiglia delle Lilieceamprendente circa 350 varieta distinte
per tipologie e luogo d’origine, raggiunge la mauione, dopo 3-4 anni di vita. Tra le
numerose specie di Aloe quella che richiama diljitienzione della ricerca scientifica e
sicuramente Aloe arborescengriginaria del Sudafrica e coltivata in varie edropicali, ha
trovato nel bacino del Mediterraneo un habitat leleén Italia € coltivata in varie zone
costiere temperate, specialmente in Calabria daitics dove sembra essere stata importata
dai Fenici. Si presenta come un arbusto assai icatoffin dalla base, | fusti non sono molto
robusti ma numerosi e questo conferisce alla piantaspetto eretto-ricadente, contorto e

ramificato.
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Fig. 5

Aloe arborescens

Le foglie sono arcuate, verdi, lunghe e strettennmdto voluminose, ornate di derspinosi,
robuste nella parte piu alta della pianta che textleliminare quelle secche nella parte be
I’ Aloe arborescensniller € la piu ricca dei principi attivi carattstici della pianta. (4
Bassetti e SSala: “ Il grande libro dell’aloe”. edi zuccari, 2001).

Per quanto riguarda le proprieta curative di Alasth una semplice ricerca bibliografica

comprendere le innumerevoli proprieta farmaceutpbgsedute dalle sostanze isolate da
pianta. Molteplici sono gli studi checonfermano le proprieta curative di tip
antiinflammatorio (Yagi et al., 2002), antiossidati(Yagi et al., 2003), antieta (Lim et ¢
2003), antitumorale (Su et al., 2005) ed immunonfaduo (Im et al., 200' che I'Aloe
possiede.

In particolare dl punto di vista della composizione chimica I'Algésulta piuttostc
complessa. Al suo interno troviamo consistenti ¢t@ndi polisaccaridi, concentre
prevalentemente nel gel interno della foglia, glirachinoni, racchiusi nell’epidermide e |
suco e sostanze nutritive di vario tipo, come vitamisali minerali, aminoacidi, aci
organici, fosfolipidi, enzimi, saponine e ligninEefmenia et al., 1999). L’acemannano

mucopolisaccaride piu attivo ed importante tra ljyalesenti nell’aloe (Reyolds et al.,

1999). Gli antrachinoni sono una classe di compiastolici secondari che caratterizza
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classe delle Liliacee e in particolar modo il genekloe (lzhaki 2002). | principali
antrachinoni finora identificati nell’Aloe sono l@na (barbaloina), aloe-emodina, acido-
aloetico, acido cimmanico, acido crisofanico ed&iina (Kuzuya et al., 2001; Rebecca et al.,
2003). Le proprieta immunostimolanti dell’Aloe particolare interesse per questo studio
sono imputabili soprattutto a due composti: l'alleatA e 'acemannano. La prima, purificata
dalle foglie di Aloe arborescensnducein vitro un aumento dell’attivita mitogenica in
linfociti di topo (Koike et al., 1995) mentre laas$somministrazione intravena induce un
aumento dell’attivita delle cellule natural killenurine (Imanishi e Suzuki 1984). Ha la
capacita di attivare il complemento per via altéuza ed inoltre €& un potente
immunomodulatore, in grado di stimolare la prodoeidli linfochine da parte delle cellule T
(Imanishi et al.,, 1993). L’acemannano, rappresdatamaggior frazione carboidratica
dell’Aloe, € in grado di stimolare la produzione aiiochine, il rilascio di ossido nitrico e
I'espressione di molecole di superficie (Rammantgosrt al., 1996). Inoltre 'acemannano
possiede proprietd antibatteriche, antivirali étamtorali (Raynolds et al., 1999), e risultato
essere molto efficace nel trattamento delle inféizoa candida e di coliti ulcerose (Stuart et
al., 1997) e ha mostrato un’evidente azione aréhat suPseudomonas aureginogdera et
al., 1980). Si e inoltre rivelato in grado di blace la replicazione virale in linfociti umani
infettati da HIV, inibendo la glicosilazione dellgroteine virali e aumentando cosi la
sopravvivenza cellulare (Raynolds et al., 1999; |&ihaet al., 1991). La somministrazione di
acemannano stimola i macrofagi a rilasciare TNEerieuchina e interferone e si e rivelato
efficace nel combattere infezioni virali sia negtimali che nelluomo (Harris et al., 1988).
Come per I'Aloe anche nei confronti del Mirto e tatacondotta un’attenta ricerca
bibliografica. Infatti, dalla letteratura emergonomerosi articoli che rivelano che, come per
Aloe, anche le sostanze isolate dal Mirto possiedattivita farmaceutiche di tipo
antiinflammatorio (Romani et al., 2004), antiostia (Rosa et al., 2003), antibatterico
(Alem et al., 2008; Gunduz et al., 2009) ed immuaduatatorio (Ines et al., 2011).

Il Mirto (Myrtus communis..1753) e una sclerofilla spontanea, della famigidie
Myrtaceae, tipica della macchia mediterranea (F8). Raramente la si rinviene in
popolamenti puri naturali ma piu spesso la si virassociata ad altre specie arbustive come

guerce, lentisco e corbezzolo (Pignatti et al. 81 9%ttini et al., 2006).
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Fig. 6

Myrtus communis

E’ diffusa dallearee costiere e s-costiere del bacino del Mediterraneo fino ad antb
interni piu umidi e freddi denotando una certa fité#a ecologica. Si adatta abbastanzi
terreni poveri e siccitosi ma trae vantaggio siglidgpporti idrici estivi sia dalla sponibilita
d'azoto manifestando in condizioni favorevoli uno spiccat@oglio vegetativo ¢
un‘abbondante produzione di fiori e frutti. Vegptaferibilmente nei suoli a reazione acid
neutra,n particolare quelli a matrice granitica, mentwéfi® i terreni a matrice calcar

La sua importanza e legata al valore alimentamnggaroentale e medicamentoso, le note
proprieta antisettiche ed antiinfiammatorie (Holdorat al., 1992; Milhau etl., 1997;
Romani et al., 2004). Infatti il mirto ha una stonella medicina popolare e tradizion:
I'olio essenziale ottenuto dalle foglie e a voltai fiori e dalle bacche é stato da semr
utilizzato per le sue proprieta ricostituenti edaahiche d anche nell'industria dei profur
come fragranza. Negli ultimi anni, i liquori preptircon le bacche della pianta sono diver
sempre piu popolari, mentre le sue foglie son@sittizzate come sostituto del luppolo ne
produzione della birra e me ingrediente nella cosmetica di prodotti perdeadella forfore

(Puybaret et al., 1990). Tutto cio ha portato adinnovato interesse per la pianta, in spe
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modo per la sua coltivazione, considerato che lesgnza di piante selvatiche stava
diventando insufficiente per soddisfare la creseeloimanda. Dal punto di vista fitochimico il
mirto contiene composti unici, correlati al myrtoomulone A dalle notevoli proprieta
antibatteriche (Appendino et al., 2006; Alem et, &008; Gunduz et al., 2009) ed
antiinflammatorie (Feisst et al., 2005), mentre aamposto dotato di minore omologia il
semimyrtucommulone ha una potente attivita antitzsge (Rosa et al., 2003). Dalla
letteratura emergono numerosi studi sulle attibitzlogiche dei composti bioattivi presenti
nel mirto tra cui oltre ai composti appena desaitthe i tannini dalle attivita antiossidanti ed

anticancro (Romani et al., 2004).

1.8.2 1l Macrogard: ruolo dei beta glucani in ac@eoltura

Come ho gia detto per la sperimentazione oggetiia d&a ricerca di dottorato abbiamo
deciso di testare due tipologie di immunostimolaatiurali. Oltre alle piante medicinali Aloe
e Mirto di cui vi ho appena parlato abbiamo scdltMacrogard un prodotto commerciale
costituito da beta glucani (Fig. 7) derivanti daflarete diS. cerevisiaeda diversi anni
utilizzato in Norvegia (nazione in cui ho svoltorfgadel dottorato) al fine di potenziare il
sistema immunitario dei pesci allevati. Numerosidstpropongono i beta glucani come
polisaccaridi utili in acquacoltura per limitarantidenza di infezioni in quanto risultano
essere estremamente utili nel ridurre la mortalitdvuta a patogeni opportunisti nel
trattamento di novellame e nella prevenzione debéattie virali, nel migliorare la resistenza
alle malattie e ai parassiti e per aumentare daffa di sostanze antimicrobiche e vaccini
(Raa J., 2000). Esperimenti di supplementazionka diéta con alimenti naturali e prodotti
commerciali a base di beta glucani hanno dimostuwataniglioramento della salute, della
crescita e delle prestazioni generali di gruppi adimali diversi, tra cui gamberi di
allevamento, pesci e altri animali terrestri. Irrtgalare la crescita di pesci allevati € stata
migliorata con: l'uso di EcoActiva (un prodotto misibile in commercio ricco in beta
glucani) somministrato per via orale Fagrus auratugCook et al., 2003); l'uso di beta
glucano inLabeo rohita(Misra et al., 2006); e I'uso di beta (1,3) glucand’seudosciaena
crocea(Ai et al., 2007). L'uso di Macrogard come supplemeenella dieta dD. labrax ha
portato ad un’attivazione di risposte di tipo irmahe hanno aiutato gli animali ad affrontare
meglio particolari condizioni di elevato stress @&mnkale rispetto ai gruppi controllo (bagni et
al., 2005).
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Fig. 7

Rappresentazione schematica della presenza «-glucani nella parete di liev

Diversi tipi di betaglucani hann migliorato la protezioneontro le infezioni necaso di
Pseudosciaena croceeontro Vibrio harveyi (Ai et al., 2007), inClarias batrachu ed in
Cyprinus carpiccontroAeromonas hydrophi (Kumari et al., 2006 8elvaraj et al., 200¢
Molti lavori scientifici hanno mostrato che il b« glucano, come integratore alimenti€ in
grado dimigliorare il tasso di sopravvivenza conla White Spot Syndrominei gamberi
Black tiger(Citarasu et al., 200 ed inSalmo salarcome adiuvante per vacci(Rgrstad et
al., 1993),ha dimostrato lo stso effeto anche in studi in cui il beta glucano tatc
somministrato mediante iniezione intraperitoin Salmo salafKawakam et al., 1998) ed in
Catla catla(Kamilya et al., 200t aumentando palesemente la risposta antico

La proprieta dei beta gtani d migliorare la resistenza ad agep#togei & stata studiata
anche nei pesci immunocomprome, come nel caso diLabeo rohitié in cui la
supplementazione del mangime beta (1,3) glucani ha indotto in pesc
Immunocompromessi una risposta immunitasignificativamente maggiorerispetto ai
controlli controEdwardisella tara (Sahoo et al., 2001), @n gli stessi risultati anckin
Oreochromis niloticugontro i S. iniae(El-boshy et al., 2008)n conclusion i beta glucani
aumentano l'attivita fagocitaril’emoagglutinazione, il numero dei leucociti del sanga
risposta anticorpale, lisozima e la produzione di ROS nei pesci quandatégratonel
mangime.

La modalita d'azione deieta glucani si basa $uiterazione con recettorToll-like di

membrana delle macrofagi, neutrofili e cellule NKmacrofagi hanno un ruolo cruciale
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tutte le fasi della difesa dell’'ospite sia nellsposta immunitaria innata che adattativa in caso
di infezione da patogeno che attraversa una bargeiteliale. Quando i recettori Toll-like
legano i beta glucani, le cellule che espongonstijuecettori aumentano la loro capacita di
fagocitosi, uccidendo e digerendo i batteri e cmpraneamente secernendo molecole
segnale, citochine (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNE) che stimolano I'attivazione di altre cellule
dell'immunita innata ed acquisita ed il rilascioattiri mediatori inflammatori (NO e #D,). In

tal modo l'attivazione delle funzioni dei macrofalgi parte dei beta glucani aumenta le difese
immunitarie dell’ospite a piu livelli. In conclusie i fagociti attivati producono citochine, che
attivando la risposta immunitaria adattativa pastaad un aumento della produzione di
anticorpi, migliorando anche l'efficacia di vaddqidim et al., 2004).

1.9 Specie ittiche di interesse commerciale ogmedella mia ricerca

La scelta dell’'orata, del merluzzo e del salmomane specie modello della ricerca, & stata
dettata dall'importanza che tali specie ricopromb settore economico ed industriale della
itticoltura europea in quanto sono le specie pievate e quindi piu soggette alle malattie che
colpiscono i pesci negli impianti.

Lo studio dei composti naturali come estratti dieemedicinali e beta glucani utilizzati come
immunostimolanti nell'alimentazione di larve ed ladurappresenta infatti un aspetto
importante per incrementare la produttivita degfipianti ittici e per lo sviluppo di
un‘acquacoltura sostenibile e compatibile con llante. E' noto infatti, come gia
ampiamente descritto, che tali composti esibisconéttivita antimicrobica e possano
migliorare la crescita e lo sviluppo delle spedievate in impianti di acquacoltura. Differenti
studi hanno riportato che le malattie che si matéiieo nei pesci di interesse commerciale,
come le specie oggetto di questa tesi, possonoreessentrollate attraverso la
somministrazione di immunostimolanti naturali digime vegetale ma anche derivanti da
lieviti in quanto sono in grado di potenziare Isposta immunitaria sia innata che adattativa
(Sakai et al., 1991; Anderson et al., 1992; Ainstvet al., 1994 e Verlhac et al., 1996; Sakai,
1999; Kamilya et al., 2006; El-boshy et al., 2008).

Di seguito viene riportata una breve presentazideléorata, i principali patogeni che ne
minacciano la salute e la linea cellulare di cuisiamo serviti per gli studn vitro condotti su
guesta specie. A seguire vengono introdotte lee aline specie oggetto della ricerca, il

merluzzo ed il salmone.
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1.9.1 Sparus auratglL.) una delle specie piu allevate nel Mediterranemorfologia e
bioetologia

L'orata € pesce di mare molto apprezzato a livinternazionale ed e oggetto di pe
sportiva e commerciale su tutte le coste meditegéll suo allevamento iacquacoltura (sia
in vasche a terra che in gabbie in mare) rappta un’importante voce dell'economia
molte localita costiere lungo tutta la costa eueopediterrane e in kalia € particolarment
rinomato nelle lagune adriatiche e lungo le cossedne soprattutto ne Laguna di Orbetello
e nella zona di Capalbie Ansedonia. L'allevamento di oeain impianti di acquacolture
ormai considerata una realta produttiva autononeavehad integrarsi con l'attivita della pe
e rappresenta un settore destinato a crescere irtajuaonsumi di pesce aumentano me
la pesca diminuisce a causa defruttamento selvaggio che ha impoverito le risaraturali
dei mari.Da un punto di vista qualitativo il prodotto ottéo da un allevamento di orate
offerto ai consumatori & eccellente visto che irega® italiano & costantemente control,
inoltre, grazie a regolamenti rigidi per chi produce e comumaequesto prodot, sono
garantitideterminati requisiti con elevati standard di igiendi freschez..

L’orata (Sparus aurata(Fig. 8) € un pesce osseo di mare aatjue salmasi, appartenente
alla famiglia degli Sparid Il nome deriva dalla caratteristica striscia dliot oro che il pesc
mostra fra gli occhil’orata e presente in tutto il bacino imar Mediterrane e nell’Atlantico

orientale, dall'estremo sud deisole Britanniche a Capo Verde.

Sparus aurata Linnaeus, /1758
IiMistrasyon Bahadir CAPAR
s

Fig. 8

Rappresentazione 8iparus aurata

E un pesce strettamente costiero e vive tra i $5®im dalla costa; normalmente conduce

vita solitaria o a piccoli gruppi. E’ una specigialina poiché il suo ciclo vitale si svolge
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gran parte in ambiente ipo o iper-salino quale Iquall'interno di lagune o stagni costieri
salmastri dove durante il periodo estivo o autuenaiede a scopi trofici. Questo habitat
viene abbandonato nei mesi da ottobre a dicembmguaé I'animale si sposta in mare aperto.
II cambiamento dei parametri chimico-fisici (sal&i temperatura, ossigeno etc.) in tali
migrazioni stagionali, molto probabilmente favodsi completamento della maturazione
delle uova e la loro deposizione. Si distingue gaare il profilo del capo assai convesso e la
mandibola leggermente piu breve della mascellargrpe Il corpo € ovale elevato e depresso
e la pinna dorsale e unica con 11 raggi spino&-&3Lmolli. Il dorso € grigio azzurrognolo ed
i fianchi argentei con sottili linee grigie longitimali. La regione scapolare € nera, questo
colore continua sulla parte superiore dell’opercdl@ui margine e rossastro. La lunghezza
massima dell'orata € 70 cm, ma la piu comune e2fae 50 cm; puo raggiungere un peso di
10 kg circa. Le orate sono ermafrodite proteramdricla maggior parte degli individui
subiscono l'inversione sessuale all'eta di 2 ar@3-40 cm di lunghezza). La riproduzione
(con piu cicli di ovodeposizione) avviene tra otk dicembre. L’alimentazione in natura
consiste prevalentemente di molluschi e crostaceuiasminuzza il guscio con le forti

mascelle provviste di denti.

1.9.1a | principali agenti patogeni di Sparus aue Photobacterium damselae subsp.
piscicida e Listonella anguillarum

In questo paragrafo verranno presentate due paileomuni patologie responsabili di gravi
perdite economiche negli allevamenti ovvero la asillosi e la Vibriosi. In particolare
verranno presentati come agenti patogeni respdngdibiqueste malattie i ceppi che
colpiscono Sparus auratae che sono oggetto degli studi condotti nella ispentazione
presentata in questa tesi.

A questo proposito € comungque mio interesse ribadie queste patologie ed in particolare la
Vibriosi, interessano anche i salmonidi ed i gadidmiglie a cui appartengono le altre due
specie da me prese in esame nel corso del doffaratquanto specialmente la vibriosi
colpisce un vario range di animali, che vivono @gwa di mare, in acque dolci e salmastre e
gli stessi pesci d’acquario. Ed e in grado di gelpanche specie che vivono in acque a
temperature fredde per mezzo di un diverso agemielogico Vibrio salmonicida
responsabile della vibriosi d'acqua fredda chepica degli allevamenti dell’atlantico nord-
occidentale, in Scozia, Norvegia, Canada e Staiti.Un

| ceppi Photobacterium damselagubsp.piscicida e Listonella anguillarumsono entrambi

batteri gram-negativi, tra i piu comuni patogenusa di infezioni che hanno una grande
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incidenza nell’allevamento ittico dparus auratee di molti pesci di interesse commerciale
allevati nel mediterraneo.

Il Photobacterium damselaibsp.piscicida (Gauthier et al., 1995) e un coccobacillo Gram
negativo alofilo bipolare, non flagellato e quinptivo di motilita (Janssen e Surgalla, 1968).
Nella fase logaritmica della crescita assume umdoctmazione piu allungata che nella fase
tardiva (Hawke, 1996). Fu isolato per la prima a&oftel 1963 negli Stai Uniti, come
responsabile dell’alta mortalita che stava colpendolte popolazioni di pesci. Fu
inizialmente classificato nel geneRasteurellaper le caratteristiche fisiche e biochimiche
(Snieszko et al., 1964). Studi successivi suggeoirid nome diPasteurella piscicidao di
pesce killer. Dal punto di vista morfologico il b&io presenta una esostruttura costituita da
glicoproteine, LPS e da una serie di molecole canesine ed invasine che contribuiscono
all'adesione del batterio all'ospite (Magarinosakt 1996), insieme ad appendici filamentose
denominate fimbrie (Ahmad e Elkamel, 1993). Ossaora al microscopio elettronico hanno
rivelato inoltre la presenza di una capsula estsuatia superficie del batterio ma in condizioni
di limitata presenza di ferro (importante per ldavdel batterio) il patogeno smette di
sintetizzare il materiale capsulare (Tae et al0820Gioca un ruolo importante nella virulenza
del batterio I'esocitosi di una serie di proteir@me: integrine, caderine ed emoagglutinine
(Magarinos, 1996). Trattandosi di un endobatteria grado di entrare negli organi interni
tramite un meccanismo di penetrazione in celluldogégliali ed epiteliali che non rappresenta
una normale fagocitosi (Ahmad e Elkamel, 1993).vBca importanti infezioni come la
pasteurellosi, anche descritta come fotobatteagsseudotubercolosi. Questa patologia (Fig.
9A) si caratterizza per la presenza di necrosirdpgi di cellule del sangue localizzate nella
milza, nella zona focale e delle branchie, doveosisono riscontrare ampie colonie di batteri.
La zona maggiormente colpita e il fegato dove e wwenritrovare, in caso di pasteurellosi,
aree di acuta necrosi multifocale con prominent®essi (Hawke, 1987).

Listonella anguillarum(Holt, 1970; Ellis, 1989), appartenente alla fdmigelleVibrionacee
causa di significative perdite economiche negéaimenti, € un batterio Gram-negativo, con
morfologia a bastoncello leggermente curvato, nmargirrotondati e bipolare. Nella
membrana esterna del batterio si osservano poonesttuttura secondaria fatta glaheet e
B-turn che incrementano la conducibilita di membranaendono la superficie batterica
moderatamente carica (Simon, 1996). Sono inolteseti dei flagelli, agenti responsabili
della motilita del batterio (Anders, 1993; Debr896; Karen McGee, 1996l.. anguillarum
mostra una membrana esterna ricoperta da vescomigenenti: proteine di membrana,

lipopolisaccaride, fosfolipidi e proteine periplasiche che ricoprono un ruolo importante
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all'inizio dell'infezione (Gyeon-En Hong, 2009)I fattori di virulenza del batterio sor
rappresentati dalla capacita di sequestrare ib felle proteine dell’ospite e dalla prczione
di sostanze citotossiche extracellulari quali: @asi, emolisina, metalloprotea
dermatotossine, emoagglutinine e citotossine. @uadtime stimolano nell’'ospite |

produzione di citochine p-infiammatorie (Gyeong-En Hong, 2009).

Fig. 9

Immagini relative alle malattie vibriosi e pastdlos:

in A) si pud osservare un pesce affetto da pastedire

in B) si pud osservare I'epitelio danneggiato di urcpeaffetto da vibrios

L. anguillarumricopre una certa importanza nella gest sanitaria degli allevamenti ittici, i
guanto e I'agente eziologico della setticemia eagica conosciuta con il nome di vibric
Questa grave patologia dei pesci si manifesta @@oinparsa di aree emorragiche e gonfi
Attorno alle lesioni I'epiteio risulta danneggiato (Fig.9BL’emorragia si pud estende
anche al fegato e all'intestino e pud esserci wersamento di fluidi a livello cardiac
(Ahmad e Elkamel, 1993). Dal punto di vista istap@gico, le fibre muscolari sono separ
ed il tessito connettivo copre solamente pochi spazi mengkresto si ha un riversamentc
fluidi (Roberts, 2001). A livello dei tessuti inteuscolari € stata riscontrata un’abbond:

presenza di eritrociti e leucoc
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1.9.1b Il modello di studio: la linea cellulare coimua di fibroblasti di orata SAF-1

Come detto in precedenza, alla base della gestitslle patologie che minacciano la
produttivita degli allevamenti con grosse perditeremiche c’é innanzitutto una maggiore
comprensione dei meccanismi immunitari che regolanasposte alle infezioni. Proprio da
qui nasce l'esigenza di utilizzare modelh vitro adatti ed utili per studi di tipo
immunologico, che sono alla base della messa apliqossibili strategie utili ad arginare lo
svilupparsi di malattie negli impianti con evidewdintaggi per la produttivita delle aziende.

| pesci Teleostei, che rappresentano il 48% dglkxie di vertebrati conosciuti (Altman e
Dittmer, 1972), hanno da sempre suscitato granderesse in quanto costituiscono
un’enorme risorsa per lo studio di cellule di Versdi; essi mostrano il vantaggio di poter
essere utilizzati come tessuti modello per studivaiio tipo nellambito delle scienze
biomediche. Cio € possibile perché la fisiologiacestituenti del sangue dei pesci Teleostei
sono abbastanza simili a quelli dei vertebratiestrr e le metodologie usate per tenere in
coltura questi due tipi cellulari sono pressochstésse.

La disponibilita di linee cellulari di pesce dal@®ha avuto un impatto positivo nella ricerca
scientifica. L'utilizzo di queste linee ha dato iam@anti contributi negli studi relativi alla
tossicologia, alla carcinogenesi, alla replicazjoaespressione e riparazione del DNA. In
almeno 50 anni da allora, le linee cellulari di ggesono cresciute di numero coprendo
un’ampia varieta di specie e tessuti di originena gerie di applicazioni. L'immunologia dei
pesci (Bols et al.,, 2001), la tossicologia (Bah&lBorenfreund, 1991), I'ecotossicologia
(Schirmer, 2006), I'endocrinologia (Bols e Lee, 199a virologia (Wolf, 1988), la ricerca
biomedica (Hightower e Renfro, 1988), il controldi malattie (Villena, 2003), la
biotecnologia e I'acquacoltura (Bols e Lee, 19%4 )adiobiologia (Ryan et al., 2008), sono
alcune delle aree in cui l'uso di linee cellularpésce ha dato importanti contributi.

Per le sperimentazioni effettuate in questa tesiaé utilizzato come modello di studio la
linea cellulare continua di fibroblasti di oratalSA (Sparus aurata FibroblasfgFig. 10) che
risulta dalla letteratura essere un buon modeligalmente utilizzato in studi su patogeni di
pesci marini e per indagini sullimmunologia deildeastei (Bejar et al., 1997; Perez-prieto et
al., 1999; Tafalla et al., 2004; Garcia Rosadol.et28@07). La linea cellulare SAF-1 € stata
originata a partire da tessuto di orata adulta aehirattamento di immortalizzazione. Le
cellule hanno la morfologia propria dei fibroblastiostrano un efficiente adattamento alle
condizioni di crescita in vitro, infatti raddoppm@nl loro numero dopo solo due giorni di

incubazione (rispettando le condizioni di cres@tdmali) e mostrano un buon livello di
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sopravvivenza dopo il congelamento. Una carattezione genetica ha mostratc normale
cariotipo delle cellule, indicando un stabilita ggoa (Bejar et al., 1997), caratterist

indispensabile per rendere la linea un buon mosperimentale.
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Fig. 10

Immagine al microscopio ottico invertito raffiguta
la linea cellulare continua SAF-1

Le SAF-1 mostrano anche alti livelli di attivita telomeias correlati con un incremento de
proliferazione cellulare, necessaria per il mam@mto di una linea cellulare permane
(Bejar et al., 199/ La linea cellulare suscita inre notevole interesse perché e sensib
diversi virus di pesce come LDV, VHSV, IHNV e IPN¥e causano lisi nelle cellulPerez-
prieto et al., 199Pe a patogeni o prodotti batterici extracellulelie scatenano nelle cellt
una serie di effetti citagici (Bejar et al., 1997). Il suo interesse constesna modello pe
studi immunologici € in continua crescita. A tabpositoFierro-Castro et al., Ingerslev et
al., rispettivamente nel P8 e nel 201Qoresentano nei loro studi le colture cellula pesce
di derivazione non immune (tra cui i fibroblastyme modelli di successo per lo studic
risposte di tipo immunitario in seguito alla stinlbne con PAMP’s (come LPS). Infati
fibroblasti, possono essere descritti come un tgedulare conproprieta di immun-

regolazione dovute alla presenza di PRR’s (perecognition receptors) sulla loro superfi
che reagiscono alla stimolazione portando all’'espome di un vario range di citochi
(Ingerslev et al., 2010).
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In particolare la linea in oggetto SAF-1 é statifizatata in recenti lavori per investigare |l
ruolo di proteine indotte da IFN nei meccanismdifiesa di tipo innato contro diversi virus di
pesce. Tafalla et al., nel 2002 hanno clonato &zaa#o I'espressione del gene Mx a seguito
di stimolazione con Poly I:C, nella linea SAF-1 (B et al., 2006; Garcia-Rosado et al.,
2008). Sempre le SAF-1 hanno rappresentato un maatello per studiare la produzione ed
Il meccanismo di secrezione dell'llIche ha un ruolo chiave nella risposta infiammatori
(Pelegrin et al., 2001; 2003), per analizzare ¢&éf di probiotici in ambito inflammatorio
(Salinas et al., 2007) e per investigare sullectitte quali agenti pro-infiammatori nei pesci
(Mulero et al., 2005).

1.9.2 Gadus morhua e Salmo salar due delle spditiehe piu importanti per il settore
economico ed industriale della Norvegia: morfologeabioetologia

Il merluzzo bianco (Gadus morhup(Fig. 11), € un pesce d'acqua salata, apparteradiat
famiglia dei Gadidae. E un pesce tipico dell'oceatlantico settentrionale, della parte
occidentale nella zona compresa tra la Groenlaiiaalla Carolina del Nord, e della parte
orientale (Mare di Norvegia fino all'lslanda e Igpi&bergen, Mare del Nord, Mare di
Barents. Ha una forma moderatamente allungata,testa piuttosto grande ed un vistoso
barbiglio chiaro sotto il mento. Ha tre pinne ddiysdue anali, pinne ventrali in posizione
giugulare e pinna caudale tronca. La livrea € W#gadal marrone al verdastro grigio sul
dorso, che é cosparso di macchie arancio o brahlta biancastre, mentre diventa piu
sfumato sul ventre. La testa & spesso copertacdolei macchie piu scure dall'apparenza di
“lentiggini”. La linea laterale & chiara e ben bild, con una curva all'altezza della seconda
dorsale. Puo raggiungere i due metri di lungheze@@& kg di peso. Il merluzzo € un pesce

predatore che si nutre

Fig. 11

Rappresentazione @adus morhua

principalmente di aringhe ma anche di un gran nondr altri pesci e di invertebrati

bentonici. Tale specie, avente riproduzione a fdaaione esterna con dimensione delle uova
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piccole e molto numerose, riconosce il suo cicloldgico riproduttivo nel periodo
primaverile: € gregaria e si muove in banchi mailtonerosi proprio cercando durante tale
periodo acque con temperature variabili generalenglati 3 ai 6 °C. | soggetti femmine
depongono un numero elevato di uova variabile dali®00 alla 300.000 alla volta, non
giornalmente ma ad intervallo di 2-3 giorni percail60 giorni: queste vengono fecondate e si
sviluppano nelle condizioni ambientali migliori delogo in cui sono state deposte. Pur
essendo un pesce molto fecondo raggiunge la neatsessuale solo dopo 6 o 7 anni
caratteristica questa che lo ha portato quasissitieione a causa del collasso della specie per
esaurimento degli stock selvatici in seguito acdeacéssiva sovrapesca prima dello sviluppo
dell’acquacoltura.

II Salmone (Salmo salay (fig. 12), l'altra specie oggetto della ricerca dhe svolta in
Norvegia, appartiene alla famiglia dei salmonidido dei mari freddi, € diffuso nel Pacifico e
nell’Atlantico. Il salmone ha corpo affusolato, teepiccola, colorazione argentea con dorso
grigio-blu e ventre bianco con macchie nere sulbcapsugli opercoli, che all’epoca della
riproduzione assume toni rossi e verdi sui fianchga sul ventre e ramata sugli opercoli.
Raggiunge la lunghezza massima di 1,50 metri pgreso anche di 20 Kg e vive una decina

di anni durante i quali si riproduce tre o quattodte.

Fig. 12

Rappresentazione 8almo salar

Nel periodo riproduttivo, mentre risale i fiumi, perando rapide e cascate, non si nutre.
Giunto ai freddi corsi d’acqua montani, depone d¢@auche si schiudono, durante l'inverno,
dopo circa tre mesi di incubazione e gli avannatttupano il medesimo habitat delle trote.
Nel giro di 24-36 mesi il salmone raggiunge unaghezza di 12-18 cm ed un peso di circa 50
gr; a questo punto si trasferisce al mare doveupepo’ resta alla foce del fiume e poi si
allontana percorrendo anche migliaia di Km. Dopod&posizione delle uova e la loro
fecondazione i salmoni adulti tentano di riportaismare, ma molti soccombono nel lungo

viaggio; gli altri ripeteranno ancora il ciclo iesne con le altre generazioni.
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Per lungo tempo pesce molto abbondante, oggi inles@imone scarseggia a causa della
pesca intensiva, della costruzione di dighe e idglliinamento: il salmone dell’Atlantico e

stato il primo a rischiare I'estinzione.

1.9.2a Il modello di studio: la linea cellulareripmaria di derivazione branchiale

Come gia detto in precedenza, la scelta del masleaiel salmone, come specie oggetto della
ricerca, e stata dettata dall'importanza che taécge ricoprono nel settore economico ed
industriale della Norvegia in quanto sono le spetie allevate e quindi piu soggette alle
malattie che colpiscono i pesci negli impianti.ltre@é ormai noto che alla base della gestione
di queste patologie c’é innanzitutto una maggiamgrensione dei meccanismi immunitari
che regolano le risposte alle infezioni. Quindi gkrstudi condotti &€ stato scelto un organo
con un ruolo importante a livello immunitario coteebranchie dalle quali & stata isolata una
linea cellulare primaria che ho utilizzato per fpeesmentazionén vitro condotta su merluzzo

e salmone.

Le branchie hanno da sempre suscitato molto irgergsquanto organi unici coinvolti nello
scambio di gas per la respirazione, nellosmoregole, nelle risposte del sistema
immunitario ed altre funzioni vitali (Evans et &005) essenziali per la sopravvivenza dei
pesci. Proprio da queste evidenze nasce I'esigenealer studiare le risposte che le cellule
immunitarie derivanti da tale organo sono in grdddare in seguito a specifici trattamenti. In
particolare, le linee cellulari di derivazione bchiale possono costituire un validissimo
modello per monitorare vari aspetti della salutepgsci, nel campo dellimmunologia (Clem
et al. 1996; Bols et al. 2001), della tossicold@abich and Borenfreund 1991; Segner 1998),
dell’endocrinologia (Bols and Lee 1991), della \agia (Wolf 1988), della ricerca biomedica
(Hightower and Renfrow 1988), del controllo dellealattie (Villena 2003), della
biotecnologia ed acquacoltura (Bols 1991), conrdount significativi.

Tali linee cellulari primarie hanno il vantaggioelsere stabili e di dare risultati riproducibili
permettendo la valutazione di meccanismi celluldirgcondizioni e funzioni specifiche grazie
all'uso di cellule funzionali direttamente isolatall'organo (Lee et al., 2009).

Oltre ai vantaggi appena descritti ci sono anchdtinpooblemi legati a questo tipo di
procedure, non e infatti facile ottenere una caltprimaria stabile a partire da un organo
estratto da un animale. Lo sviluppo di linee callusemi permanenti € un lungo processo che
prevede molti passaggi che sono causa di strede petule (come descritto in dettaglio nei
materiali e metodi).

Le colture cellulari primarie sono usualmente avereermine, spesso richiedono specifiche

condizioni per il mantenimento in coltura ed inelgono piu suscettibili a contaminazioni
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microbiche. Le difficolta riportate in letteratusa riferiscono anche a problemi relativi ad
ottenere adeguate quantita di tessuto dal qudkréson adeguato numero di cellule vitali, per
queste ragioni spesso i ricercatori si indirizzaso linee cellulari permanenti che
costituiscono una risorsa di cellule facile ed atamte ma che molto spesso derivano da
cellule trasformate (tumorali) il che pone dei linsull’attendibilita dei risultati e sulla loro

vicinanza alla realta dei sistemi studiati.

A questo punto, dopo aver ampiamente descritton@scenze alla base della problematica di
mio interesse risulta chiaro, come le sostanzeralahioattive, possano al momento suscitare
particolare interesse in quanto potenzialmenteadgdi contribuire alla difesa dalle malattie
e al miglioramento della salute dei pesci, rappreselo cosi uno strumento importante per
incrementare la produttivita degli impianti itti@ per lo sviluppo di un‘acquacoltura
sostenibile e compatibile con l'ambiente. A talefisono stati condotti una serie di
esperimenti, volti a valutare il potenziale immuramalatorio di due estratti di piante
medicinali (Aloe e Mirto) e di un prodotto commexe a base di beta glucani (Macrogard),

che verranno presentati in dettaglio nel capitalacsssivo.
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2.1 Tecniche di Biologia cellulare e Linee cellulauntilizzate per la sperimentazione in vitro
Per le indaginin vitro, descritte in questa tesi, volte a comprenderedaanismi alla base di
una possibile attivita immunomodulatoria di immutiroslanti naturali, sono state utilizzate
due linee cellulari differenti. Attraverso una laeellulare continua di fibroblasti di orata
(SAF-1) ho condotto tutta la sperimentazione valtastare le proprieta immunostimolanti di
piante medicinali, in particolar modo Aloe e Mirtbe ho svolto in Italia presso I'Universita
degli Studi della Tuscia. Attraverso una linealudate primaria di leucociti isolata dalle
branchie di merluzzo e salmone atlantico ho condottece tutta la sperimentazione volta a
testare le proprieta immunomodulatorie di un praml@bmmerciale a base di beta glucani
(Macrogard) in ambito proteomico che ho svolto iorgia presso il Bodg University
College.

2.1.1 Linea cellulare SAF-1 e mezzi di coltura

Le colture di SAF-1 sono state mantenute a 25°%G15 (Leibovitz), supplementato con 15%
siero bovino fetale, 100 U/ml di penicillina, 1Q@/ml di streptomicina e 2% di L-
glutammina (SIGMA Aldrich).

2.1.2 Allestimento di una coltura primaria costitisi da una popolazione di leucociti isolati
dalle branchie di merluzzo e salmone atlantico

Le colture cellulari primarie si differenziano daltolture cellulari permanenti in quanto a
differenza di queste ultime sono cellule estragt¥argano fresco e non permangono a lungo
in coltura subendo molti passagdgivitro. L'organo dal quale abbiamo deciso di isolare la
popolazione di leucociti di nostro interesse soadbfanchie organi unici coinvolti nello
scambio di gas per la respirazione, nellosmoregiofee, ed altre funzioni vitali (Evans et al.
2005) essenziali per la sopravvivenza dei pesfattineventuali danni alle branchie possono
causare problemi al funzionamento dell’organismavpcandone anche la morte. Proprio da
gueste evidenze nasce l'esigenza di voler studgarisposte che le cellule derivanti da tale
organo sono in grado di effettuare in seguito @ifipetrattamenti.

Sulla base di quanto gia detto il primo obiettivella ricerca svolta in Norvegia e stato
studiare e mettere a punto un protocollo adattesalhre la popolazione di leucociti dalle
branchie del merluzzo e del salmone, tali celille sono state poi mantenute in coltura ed
utilizzate per tutta la sperimentazione della Geer

A tale scopo gli animali, (8 per ogni specie) pvate dalle vasche dello stabulario del

dipartimento di Aquatic Animal Health sono statipgama anestetizzati e dissanguati per
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limitare al minimo la contaminazione da eritrocitgpodiché, in seguito a soppressione, sono
state rimosse le branchie nella loro interezzao(@ranchiale e lamelle) e sono state poste in
una soluzione composta da PBS 1 X osmolare additwooon antibiotici ed eparina per
almeno 15 minuti.

A questo step sono seguiti dei lavaggi mediantérifegazione con solo PBS 1X osmolare
utili non solo ad eliminare tracce di sangue coaiguma anche tracce di muco ed eventuale
grasso.

Dopo i lavaggi le lamelle sono state separate dailgture cartilaginee che costituiscono le
branchie e sono state poste in una piastra petiiestll'interno della quale il tessuto e stato
ridotto in pezzi molto piccoli per mezzo di bistwterili. Al termine di tale processo si e
ottenuta un sospensione grazie anche allimpiegandicele enzimatiche (Accutase®)
aggiunte durante lo sminuzzamento. Tale sospenscstata tenuta in agitazione per 1 ora
circa in modo che gli enzimi potessero agire e réggre le strutture che compongono il
tessuto branchiale che € molto resistente. Al eendi tale fase la sospensione é stata passata
piu volte attraverso cestelli per teasing stelisicda ottenere una sospensione composta da
singole cellule e non aggregati di esse aggiungesesiopre terreno L-15 con FBS cosi da
bloccare I'azione degli enzimi. A questo punto sateti fatti altri lavaggi con solo terreno
tramite centrifugazione e la sospensione celluttenuta € stata caricata su un gradiente a tre
densita di percoll (21%, 46% e 71%) cosi da potpasare ed isolare la popolazione
leucocitaria di nostro interesse mediante racobdtida seconda interfaccia. Le cellule sono
state nuovamente lavate con solo terreno e seminat@sca con l'aggiunta di terreno

completo di antibiotici ed FBS e mantenute in iretobe alla temperatura di 15 gradi.

2.2 Estratti di piante medicinali e un prodotto conerciale a base di beta glucani utilizzati

per la sperimentazione

2.2.1 Preparazione degli estratti di Aloe arboress e Myrtus communis

Gli estratti sono stati forniti dal laboratorio dTitologia e Biotecnologie Vegetali

(Dipartimento per le innovazioni nei sistemi bidlhgagroalimentari e forestali, Universita
degli Studi della Tuscia).

Per le indagini relative alla sperimentazione svgitesso I'Universita della Tuscia descritte
in questa tesi abbiamo scelto di utilizzare unagtrfresco della pianta di Aloe e Mirto,
nellintento di sfruttare al meglio i composti btoai ai quali € imputabile I'attivita

immunostimolante. Infatti e riportato in letteratuche tali sostanze sono molto sensibili a
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variazioni climatiche e stagionali e la loro ativipud essere persa durante le fasi di
purificazione utilizzate per ottenere i corrispontilgorodotti commercializzati. La scelta di
effettuare I'estrazione in etanolo assoluto noraguale: innanzitutto I'estrazione alcolica ci
ha permesso di eliminare dall’estratto le proteingli acidi nucleici e al tempo stesso di
portare in soluzione piccole molecole di basso pestkecolare quali polisaccaridi, metaboliti
secondari nonché lipidi con basso tenore di idrofthhy ovvero quei principi attivi che
risultano avere maggior effetto nei saggi di tipoldgico. In aggiunta I'alcol ha fornito un
effetto sterilizzante nei confronti di funghi e spdungine che spesso vivono incuneati sotto
la cuticola fogliare negli interstizi tra le cekutontigue.

Le foglie di Aloe arboresceng Myrtus communisono state lavate con acqua distillata e
pesate, in seguito é stato aggiunto un volume ahadd pari al loro peso, si € proceduto
all'omogenizzazione e all’estrazione per circa 2@uti dei principi biologicamente attivi di
basso peso molecolare. Il liquido risultante eostntrifugato per 3 min. a 2500 rpm a
temperatura ambiente e poiché é stato riportatetiaratura che eventuali tracce di etanolo
possono risultare tossiche, il sopranatante e statoentrato per evaporazione per mezzo di
flusso di azoto e portato a secco completamentmeldi eliminare l'alcol. Per effettuare i
saggi biologici, I'estratto é stato ridisciolto tarreno fresco utilizzato per la coltura delle
SAF-1 e nuovamente centrifugato; dopodiché primaagnministrarlo alle cellule I'estratto
etanolico risospeso e stato filtrato allo scopeelininare eventuali fonti di inquinamento
cellulare tramite filtri con pori di diametro diZ2 micron. Per la preparazione del controllo
etanolo si & partiti da una soluzione al 30% dnel@acqua che poi & stata concentrata per
evaporazione e nella stessa eppendorf é staaotmd terreno fresco. Si e cosi ottenuta una
soluzione corrispondente, in termini di eventualatenuto di etanolo, all’estratto utilizzato
per i saggi, allo scopo di valutare I'eventualestttf dell’alcol utilizzato come solvente per
I'estrazione. Tale soluzione e stata utilizzatalinegperimenti per trattare le cellule del

cosiddetto “controllo etanolo”.

2.2.2 Macrogard
Prodotto commerciale a base di beta glucani 1-3 1e@l derivanti dalla parete di

Saccaromyces cerevisi@li@acrogard Biotec-Mackzymal, Norway)
2.3 Esperimenti preliminari condotti su entrambe linee: Saggi di citotossicita in vitro

Al fine di individuare la dose biocompatibile, oveela massima concentrazione di

immunostimolante naturale somministrabile allewdelche si discostasse il meno possibile in
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termini di vitalita cellulare dal controllo (celkilnon trattate), sono stati condotti dei saggi di
citotossicita.

Per testare le differenti concentrazioni di estrditAloe o Mirto sulla linea cellulare SAF-1 e
stato utilizzato il saggio ATP lite, mentre pertées le diverse concentrazioni di Macrogard

sulla linea cellulare primaria di derivazione braiae e stato utilizzato il saggio MTT.

2.3.1 Saggi di citotossicita in vitro condotti $aulinea cellulare SAF-1: ATP lite

E’ stata realizzata una serie di esperimenti clegguevano trattamenti con estratto di foglie
in toto diAloe arborescens Myrtus communisomministrati a differenti concentrazioni (per
Aloe 0,15 mg/ml - 0,3 mg/ml - 0,6 mg/ml - 1,2 mg/n#,4 mg/ml - 4,8mg/ml e per Mirto 0,8
mg/ml - 0,4 mg/ml - 0,2 mg/ml) per vari tempi (124, 48 e 72 ore) al fine di individuare la
massima concentrazione di estratto somministradiée cellule SAF-1 che si discostasse il
meno possibile in termini di vitalita cellulare daintrollo (cellule non trattate).

Le cellule SAF-1 sono state seminate in 4 piastr®@l pozzetti (circa 10.000 per pozzetto)
una per ogni tempo.

In seguito all'adesione delle cellule sul fondo gmzzetti, la sperimentazione e stata
effettuata nel seguente modo: al medium di coleustato aggiunto: a) I'estratto (di Mirto o
Aloe) a concentrazione crescente; b) lo stesserterdi coltura fresco, nel controllo; c)
sodioazide allo 0,2%, nel controllo positivo e @) nontrollo etanolo la soluzione preparata
secondo le modalita descritte nel paragrafo 2.2.1.

Le piastre cosi ottenute sono state incubate a petGrari tempi (12, 24, 48 e 72 ore), al
termine dei quali i pozzetti sono stati delicatatedavati con PBS 1x in modo da eliminare
tutte le cellule in sospensione. La determinazideka percentuale di sopravvivenza delle
cellule é stata effettuata mediante il kit ATP-Li(PerkinElmer). Questa metodica ha
consentito di effettuare misure di bioluminescedellATP mediante I'utilizzo di un enzima,
la luciferasi, che catalizza la formazione di lut ATP e D-luciferina secondo la seguente
reazione:

ATP + LUCIFERIN + Q —(Luciferase, M§)— OXYLUCIFERIN + AMP + PR+ CQ, +
LIGHT.

Alle piastre contenenti le cellule sono stati aggiureagenti che costituiscono il kit secondo
le istruzioni riportate. L'intensita della luce essa, correlata linearmente con la

concentrazione di ATP, é stata misurata medianfeamamometro (Victor I1).
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2.3.2 Saggi di citotossicita in vitro condotti sallinea cellulare primaria di leucociti: MTT

I saggio di citotossicita cellulare mediante MTT3-(@,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio bromide) € un metodo semplice [zedeterminazione del tasso di vitalita
delle cellule. Il test con MTT si basa sulla ricdwze intracellulare dei sali di tetrazolio da
parte dell’enzima mitocondriale succinato deidreger{SDH) in cristalli di un prodotto
bluastro denominato formazano. La reazione pertgtd avvenire solo nelle cellule
metabolicamente attive e il valore della densithcat(O.D.), ottenuta mediante lettura
spettofotometrica, puo essere correlata al quérttdi cellule vitali presenti.

Sono state realizzate due serie di esperimentiiggdder animale (salmone e merluzzo) che
prevedevano trattamenti con il Macrogard sommiaistra differenti concentrazioni (480
ug/ml - 240 ug/ml - 120 pg/ml - 60 ug/ml - 30 ug/ml - 15 ug/ml) per 24 ore al fine di
individuare la maggiore concentrazione di beta ghicsomministrabile alle cellule isolate
dalle branchie che si discostasse il meno possibilermini di vitalita cellulare dal controllo
(cellule non trattate).

L’esperimento di seguito riportato e stato ripetpgs 8 salmoni ed 8 merluzzi ed i risultati
ottenuti sono stati poi mediati ed analizzati stetamente.

| leucociti isolati dalle branchie sono stati seatinn 1 piastre da 96 pozzetti (circa 10.000
per pozzetto).

In seguito all’adesione delle cellule sul fondo gerzzetti, e stato aggiunto al medium di
coltura:

in alcune file di pozzetti, il Macrogard a concazipne decrescente; nel controllo, lo stesso
terreno di coltura fresco; nel controllo positigodioazide allo 0,2%.

Per la rilevazione della vitalita cellulare, undugmne di MTT (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germania) 0,5mg/ml in PBS 1x osmolare e stata dsgta 25ul per pozzetto e lasciata
incubare 1 ora a 15°C al buio in incubatore. Ihfazano e stato poi solubilizzato grazie alla
somministrazione di 100l per pozzetto di DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheimgr@ania ) e
25 ul di buffer di glicina (glicina 0,1 M e NaCl 0,1 M pH 10.5) e lasciato incubare per 10
minuti.

La vitalita cellulare é stata determinata medianigsurazione dell’O.D. a 570 nm utilizzando
il lettore FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech). | dati 130 stati ottenuti con il programma
associato e analizzati mediante Excel. Per ogriatreento di ogni esperimento e stata
effettuata una semina in ottuplicato, quindi ddioxiadi O.D. ottenuti e stato ricavato un

valore medio che e stato normalizzato sul norati@tia cui O.D. e stata valutata pari a 100.
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2.3.3 Analisi statistica relativa ai saggi di otbssicita

| risultati numerici sono stati espressi come lalime: SD. | dati ottenuti in seguito ai saggi di
citotossicita ATP lite e MTT, sono stati analizzatraverso I'analisi di varianza ad una via
(ANOVA), seguito dal test di comparazione multigieBonferroni. Inoltre, I'analisi dei dati &
stata compiuta utilizzando il software GraphPadsrRri3.0. Il livello di significativita
accettato e stato p<0.05.

2.4 Sperimentazione in vitro condotta sulla lineallulare SAF-1

2.4.1 Estrazione dell'RNA totale delle SAF-1 a séguli trattamenti

Al fine di investigare I'eventuale effetto moduletodell’estratto di Aloe o Mirto, su alcuni
geni coinvolti nella risposta immunitaria sia irgg&o a stimolazione antivirale o antibatterica
che non, le cellule SAF-1 sono state seminateasche da 75 ml ciascuna (400000 cellule per
fiasca), in seguito una fiasca per ogni esperimentstata utilizzata per il campione di
controllo al tempo zero che € stato mantenuto ibS5lsenza subire alcun trattamento, le
fiasche rimanenti sono state incubate con diffétesttamenti a seconda dello scopo:

» Per gli studi condotti al fine di investigare suaypossibile attivita immunomodulatoria di
tipo antivirale alcune fiasche contenenti le cell®AF-1 sono state incubate con estratto di
Aloe arborescensalla dose biocompatibile (1,2 mg/ml) in presedzd0 ug/ml di poly I:C
(SIGMA Aldrich) un poliribonucleotide in grado daimare l'infezione virale, altre fiasche
sono state incubate con solo poly I:C ed altre @ncon il solo estratto di Aloe, il tutto a
25°C e a vari tempi (12, 24, 48, 72 ore).

» Per gli studi condotti al fine di investigare suaypossibile attivita immunomodulatoria di
tipo antibatterica alcune fiasche contenenti léuISAF-1 sono state incubate con estratto
alla dose biocompatibileA{oe arborescen$l,2 mg/ml) oMyrtus communig0,2 mg/ml)) in
presenza di 5ug/ml di LPS (SIGMA Aldrich) lipopolisaccaride in gido di mimare
I'infezione batterica, altre fiasche sono stateubate con solo LPS, ed altre ancora con |l
solo estratto di Aloe o Mirto (alla dose biocompdd), il tutto a 25°C e a vari tempi (4, 8, 12,
24 ore). Per i tempi e modi di somministraziond’'de5 sono state seguite le indicazioni
specificate dalla bibliografia (Ingerslev et abD1D) e della casa produttrice.

A tale procedura e seguita l'estrazione del’lRNAale mediante il kit QIAshredder in
combinazione con I'RNeasy mini kit (QIAGEN). In s#p alle procedure di estrazione su

colonnina, gli RNA totali sono stati quantificatcenvertiti in cDNA.
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2.4.2 PCR
Le reazioni di PCR sono state eseguite utilizzahde MinicyclerTM Model PTC-150-16
(MJ Reserch, USA).
In primo luogo si & proceduto al controllo dellaatiia dei cDNA tramite primers specifici per
il gene dellgB-actina, indicati di seguito:
ACT1F : 5-ACTGTGGGGCGCCCCAGGCACC-3
ACTI1R : 5-CTCCTTAATGTGACGCACGATTTC-3
Il programma utilizzato in questo caso é:
- denaturazione per 45 secondi a 94°C
- annealing per 45 secondi a 55°C per 35 cicli
- estensione per 45 secondi a 72°C

- Estensione finale: 10 minuti a 72°

Sono stati poi utilizzati primers specifici persgan gene analizzato: Interferon, Mx, MHELI-
e IL-18, TNFu, COX-2 e TGHB.
* INTERFERON di tipo |

Sono stati utilizzati dei primers specifici perr&gione costante dell’ IFN di tipo | @parus

aurata La sequenza di tali primers, chiamati IFNoraRENoraF1, e la seguente:
IFNoraR1 5-GTGGCCCATTCTCTTGAG -3
IFNoraF1 5'—- CCAAAGCATCAGCTGAGG-3’

« MX
Sono stati utilizzati dei primers specifici perrigione costante dell’ MX dbparus aurata
La sequenza di tali primers, chiamati MXrev e MXfela seguente:
MXrev 5-GTGGATCCTGATGGAGA-3’
MXfor 5-GTCTGGAGATCGCCTCT-3

* MHCI-a
Sono stati utilizzati dei primers specifici percatenan del’MHCI di Dicentrarchus labrax
La sequenza di tali primers, chiamati MHCI-sbaR le®llsbaF , € la seguente:
MHCI-sbaR: 5-CTCCATCTTTCCTCCAGAT-3
MHCI-sbaF: 5-AA(G/A)(A/C)A(C/A)TACCTCACCCAG(G/A)3’

« IL-1B
Sono stati utilizzati dei primers specifici perégione costante dell’ ILfLdi Sparus aurata
La sequenza di tali primers, chiamati IL-loraR1L-dbraF1, é la seguente:
IL-loraR1 5-TGTCCTTGATGCACAGAGTC -3
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IL-loraF1 5'— CACATACAACTTCCAGAGCC-3’
- TNF-u
Sono stati utilizzati dei primers specifici perrégione costante dell’ TNFdi Sparus aurata
La sequenza di tali primers, chiamati TNFrev e TN la seguente:
TNFrev 5-TCGTCTTCATCATAGCTACC-3’
TNFfor 5-CGCAGCACTTTGCTTCG-3
« COX-2
Sono stati utilizzati dei primers specifici perléaregione costante della COX-2 8parus
aurata La sequenza di tali primers, chiamati COXoraROX@raF , € la seguente:
COXoraR: 5-GATATCACTGCCGCCTGA-3
COXoraF: 5-GAGTACTGGAAGCCGAG3
» TGEP
Sono stati utilizzati dei primers specifici perrégione costante dell’ TG@Rdi Sparus aurata
La sequenza di tali primers, chiamati TGForaR1 &di@F1, € la seguente:
TGForaR1 5-CTGCTCATCAAGTATCGTGG-3
TGForaF1l 5'- CTGAGGTCCAGACAGAC-3
Per i primers sopra descritti e stato utilizzatmédesimo programma:
- denaturazione per 45 secondi a 94°C
- annealing per 45 secondi a 55°C per 35 cicli
- estensione per 45 secondi a 72°C

- Estensione finale: 10 minuti a 72°C

| prodotti amplificati tramite le serie di PCR somstati separati e identificati mediante
elettroforesi su gel d’agarosio ed in seguito cloeasequenziati per verificare I'effettiva

specificita dei primers utilizzati. Queste procexlsono descritte di seguito.

2.4.3 Elettroforesi del DNA su gel d’agarosio

La separazione e lidentificazione dei frammenti RINA & stata effettuata mediante
elettroforesi su gel d’agarosio, utilizzando un geliverse concentrazioni a seconda dei pesi
molecolari delle bande da visualizzare.

Per la preparazione di un gel al 1% (w/v) si € @grdsg d'agarosio, disciolto in 100 ml di
tampone TBE (0,89 M Tris-Borato, 20 mM EDTA, pH B.@8tilizzato anche come tampone
della corsa elettroforetica. Le molecole di DNA s@tate identificate aggiungendo al gel Gel

Red (Biotium), una sostanza in grado d’intercalémsile basi della doppia elica di DNA,
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rendendolo cosi visibile in seguito ad esposizialtee luce ultravioletta. Le elettroforesi sono
state eseguite ad un voltaggio costante di 100 tMzaando l'apparato per elettroforesi
Power-Pac 300 (BIO-RAD).

2.4.4 Procedure di clonaggio
| prodotti amplificati tramite le serie di PCR sostati clonati e sequenziati per verificare

I'effettiva specificita dei primers utilizzati.

2.4.4 a Vettore utilizzato

Per il clonaggio inE. coli & stato utilizzato il vettore pGEM-T Eagromega) che ci ha
permesso l'identificazione diretta dei trasformamtediante Red-White screening in
MacCONKEY Agar (Sigma) .

2.4.4 b Microrganismo utilizzato

Con i prodotti di ligazione sono state trasformatdlule competenti diE. coli IM109
(Promega) il cui genotipo &: endAl, recAl, gyrA86, hsdR17 (f,m"), relAl, supE44)\’,

A (lac-proAB), [F', traD36, proAB, lalZA 15]. E un ceppo permissivo per vettori che
portano doppie mutazioni e viene usato per lo sengedi ricombinanti ottenuti in vettori che

portano il gene lacZ (gene che codifica pe-galattosidasi).
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2.4.4 ¢ Terreni di coltura
SOC Medium

Composizione per litro di terreno

Triptone gr. 20
Estratto di lievito  gr. 10
NaCl 1M ml 10
KCI 1M ml 2,5
Mg** 2M ml 10
Glucosio 1M ml 10

Acqua distillata fino a ml 1000

La soluzione stock di Mg 2M & composta di 20.33% (w/v) MgGé 24.65% (w/v) MgS@
sterilizzata su filtri 0.@m.

La sterilizzazione dei terreni di coltura e stafettuata mediante trattamento in autoclave

per 20 minuti alla temperatura di 121°C.

LB (Luria-Bertani)

Composizione per litro di terreno:
Triptone gr. 10
Estratto di lievito  gr. 5

NaCl gr.10
Acqua distillata ml 1000

2.4.4 d Purificazione del DNA da gel d’agarosio

Le bande relative ai frammenti d’interesse sonteqtarificate dal gel utilizzando il kit della
QIAgen (QIAquick Gel Extraction) seguendo le infazioni fornite dalla casa produttrice.
Questo protocollo pud essere impiegato per la ipagione di frammenti di DNA di
lunghezza compresa tra le 70 bp e le 10 kb.

| frammenti di DNA, dopo essere stati visualizzain luce ultravioletta, sono stati ritagliati
dal gel cercando di minimizzare la quantita d’agar@relevata. Le porzioni di gel sono state
trasferite in un tubo da 1.5 ml e pesate; si egggiunto un volume di Buffer QG pari a tre
volte il volume del gel (considerando 100 mg~100e si € lasciato incubare il campione a
50°C per 10 minuti, per dissolvere il gel. A queptmto si & caricato il campione su una
colonnina cromatografica, fornita dalla casa prtthe del kit, a cui si lega il DNA e si é
centrifugato per 1 minuto a 13000 rpm.. Il lavagfii@le € stato effettuato aggiungendo 0.75
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ml di Buffer PE contenente etanolo e centrifugapdo 1 minuto a 13000 rpm. Poi é stata
effettuata un’ulteriore centrifugazione per elimmautto il buffer PE e, per eluire il DNA, si

e trasferita la colonnina cromatografica in un rutvbo da 1.5 ml, a cui sono stati aggiunti
50 ul di acqua Nuclease-free. Il purificato € stato paricato su un gel d'agarosio per

determinarne la concentrazione.

2.4.4 e Ligazione di frammenti di DNA

Gli inserti sono stati miscelati con 50 ng del gsgtdi clonaggio pGEM-T Easy, con la T4
DNA Ligasi, 2X Rapid Ligation Buffer (Tris-HCI 60mMH 7.8, MgC} 20mM, DTT 20mM,
ATP 2mM, 10% polietilen glicole) specifico per gteegnzima e con acqua sterile, fino ad un
volume totale di 1Qul. La reazione é stata realizzata utilizzando ypoato vettore:inserto di
1.3 e lasciando i campioni per 16 ore a 4°C.

Per calcolare la giusta quantita d’'inserto da agggue nella reazione di ligazione € stata

applicata la seguente equazione:

ng vettore z kb mserto Ki _ ng inserto

leh wettore 1

2.4.4f Trasformazione delle cellule competenti

Ad un‘aliquota di 50ul di cellule competenti JIM109 (Promega) sono saéggiunti 3 pl
(5nghul) dei prodotti della reazione di ligazione degerprecedentemente. Il campione, dopo
essere stato lasciato in ghiaccio per 20 minusitag¢o sottoposto ad uno "shock" termico a
42°C per 50 secondi e quindi, posto nuovamentehiacgio per 2 minuti. A questo punto é
stato aggiunto il terreno di crescita per i batie$OC medium, fino ad un volume di 1ml ed
il campione e stato incubato a 37°C per 1,5 orecéltule presenti nel terreno sono state
centrifugate per 1 minuto a 13500 rpm; del supamtat sono stati prelevati 8@Q0 e nei
rimanenti 20Qul & stato risospeso il pellet.

Le cellule, infine, sono state piastrate su terresbettivo (MacCONKEY) contenente

ampicillina 100ug/ml, per isolare i trasformanti ricombinanti med&il red-white screening.
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2.4.4 g Colture batteriche
Una volta ottenute le piastre con i batteri riconaliti, il passo successivo € stato quello di
incubare le colonie batteriche, in un appropriaweno di crescita (LB) con l'aggiunta di

ampicillina e lasciarle a 37°C overnight.

2.4.4 h Estrazione del DNA plasmidico

Per l'estrazione del DNA plasmidico é stato utiittz il kit Miniprep DNA purification
sistem (Promega). Le cellule batteriche sono stateperate in dei tubi da 1,5 ml, mediante
centrifugazione a 13000 rpm per 5 minuti.

Sono stati quindi aggiunti 250 pl di Cell ResuspamsSolution e il pellet e stato risospeso;
poi alla sospensione sono stati aggiunti 250 |Cell Lysis Solution, lasciando incubare per
circa 5 minuti a temperatura ambiente. Successintergno stati aggiunti 10 ul di Proteasi
Alcalina e poi 350 pl di Neutralization Solutionyigdi la sospensione e stata centrifugata a
14000 rpm per 10 minuti.

Tutto il supernatante é stato trasferito sulla wolpa fornita dal kit (800ul per volta) e
centrifugato a 14000 rpm per 1 minuto. Sono staitidj effettuati due lavaggi, centrifugando
a 14000 rpm per 1 minuto, dopo aver aggiunto lazohe di lavaggio della colonnina e
etanolo in base alle istruzioni fornite dal Kitfilre € stato rimosso tutto I'etanolo mediante
centrifugazione a vuoto a 14000 rpm per 1 minuto.

A questo punto la colonnina é stata messa su undall,5 ml, a cui sono stati aggiunti 100
ul di acqua Nuclease free e, dopo un minuto dibazione, il campione é stato centrifugato a
14000 rpm per 1 minuto per eluire il DNA plasmidico

2.4.41 Analisi di sequenza

Le sequenze sono state inviate per il sequenziamamsso: MWG Biotech (Automated
DNA Sequencing Service-Ebersberg, Germania); penalisi delle sequenze e stato
impiegato I'apposito programma BLAST (Altschul &t 4990).

2.4.5 Analisi di espressione di tipo quantitatitramite Real time PCR

La tecnica della PCR quantitativa (Q-PCR), cheifm® un’informazione reale sull'effettiva
quantita di gene espresso, € stata utilizzatagstudio dell’espressione del : Interferon di
tipo I, Mx, MHCI-a e di IL-183, TNF-a, COX-2 e TGFB a seguito dei trattamenti con gli
estratti secondo le modalita descritte nel paragdafdicato. L’'esperimento di “comparative

quantitation” € un metodo molto efficiente per pmmaare livelli di DNA tra campioni,
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quando perd non € importante sapere l'assolutatig@atel gene target (Unknown), ma il
relativo incremento o decremento dell’espressiaspetto ad un campione di riferimento
(Calibrator). La quantita del gene d’interesse gmioccampione puo subire delle variazioni,
causate ad esempio dall’introduzione di quantitzerdie di cDNA, oppure da differenze
nell'efficienza di estrazione dellRNA, o della sGittasi inversa. Per ridurre gli effetti di
queste variazioni viene introdotto un secondo d&memalizer), che viene espresso in ogni
cellula e che non viene né up né down-regolatceguo ad alcun tipo di trattamento; nel
nostro caso, questo gene e I'RNA ribosomale.

| livelli d’espressione del: Interferon, Mx, MHGI-e di IL-18, TNF-a, COX-2 e TGFS sono
stati determinati utilizzando il sistema Mx3000PTktal time PCR (Stratagene — software
versione 2.02) e la Brilliant SYBR Green Q-PCR MasWix (Stratagene), seguendo le
istruzioni della casa produttrice ed introducedd®®X come sonda interna di riferimento.

La sonda SYBR Green ha un’affinita maggiore p&NA a doppio filamento (dsDNA) che
per il DNA a singolo filamento (ssDNA) o per 'RNAd & quindi I'ideale per monitorare
'accumularsi dell'amplificato. La fluorescenza essa dal SYBR Green aumenta di circa
1000 volte quando € legato a dsDNA, rendendo quastala, in qualsiasi momento del
saggio, un sensibile indicatore della quantitasid A presente nella miscela di reazione.
Per distinguere la fluorescenza derivata da pro®@@R specifici da quella di prodotti PCR
aspecifici, le reazioni di Q-PCR con la sonda SYBRen sono state associate alla curva di
dissociazione, durante la quale i dsDNA vengonaatieati incrementando gradualmente la
temperatura e raccogliendo ad ogni step i valofiudrescenza. La riduzione dell'intensita di
fluorescenza alla temperatura di melting del prid®CR specifico € un indice qualitativo
della proporzione di dsDNA attribuibile realmentéamplificato di interesse.

Sono stati utilizzati gli stessi primers specifierr i geni di interesse descritti in precedenza.
Approssimativamente 10 ng di cDNA (in triplicat@n® stati usati in ogni reazione di PCR e
per ogni coppia di primers é stato effettuato iteollo negativo (in duplicato), aggiungendo
acqua al posto del templato.
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Il programma utilizzato per tutte le coppie di peirs e:

- denaturazione iniziale per 10 minuti a 95° C

- denaturazione per 45 secondi a 95° C

- annealing per 45 secondi a 52° C per 45 cicli

- estensione per 45 secondia 72° C

- analisi della curva di melting a 52° C (metodd [eints”): quest’ultimo passaggio é utile
per verificare la specificita del picco d’amplifiiane, che viene comunque esaminato con
I'elettroforesi su gel d’agarosio.

| valori di fluorescenza vengono raccolti durardefdse di estensione dell’amplificazione e
per I'analisi dei dati viene utilizzato il metoderidpoints” del software Mx3000PTM.

In ogni esperimento la quantificazione relativa tatas eseguita comparando i livelli dei
trascritti d’interesse con quello di riferimentofidéo come calibratore e il cui valore e stato
posto uguale a 1.0. Nell'analisi d’espressionegasii : Interferon, Mx, MHCk e di IL-18,
TNF-0, COX-2 e TGRS a seguito dei trattamenti con solo estratto eospaeso come
calibratore I'espressione del controllo al tempoozéd.o stesso gene normalizzatore (RNA
ribosomale) é stato incluso nell’analisi di tuttcampioni per correggere le differenze di
cDNA tra i campioni. La quantita del trascrittotata stabilita sulla base della determinazione
del ciclo threshold (Ct), definito come il ciclo icui é stato rilevato un incremento di

fluorescenza statisticamente significativo al giraadi un segnale di background.

2.4.5 a Analisi statistica relativa ai saggi di alisi di espressione

| risultati numerici sono stati espressi come laiae: SD. | dati ottenuti in seguito all’analisi
d’espressione quantitativa, sono stati analizattaverso I'analisi di varianza a due vie
(ANOVA), seguito dal test di comparazione multigieBonferroni. Inoltre, per determinare il
peso del fattore tempo nella variazione dei livéilespressione e stata eseguita un’analisi di
varianza ad una via (ANOVA), seguita dal test dmparazione multipla Dunnett dove
appropriato.

L’analisi dei dati & stata compiuta utilizzandadftware GraphPad Prism 3.0. ed il livello di

significativita accettato e stato p<0.05.

2.4.6 Saggi antibatterici
In una seconda fase della sperimentazione sonocetadotti dei saggi antibatterici volti ad
investigare le proprieta antibatteriche dell'estrati Aloe o Mirto verso due dei piu comuni

patogeni che minacciano la salute dei pesci allevat
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2.4.6 a Batteri e mezzi di coltura

Le colture batteriche diListonella anguillarum biotipo 01, strain: ATCC 43305 e
Photobacterium damselagrain: BO7/8 sono state fornite dal Dr. A. ManfiidS Venezia, e
mantenute in Trypticase Soy Broth (Biomerieux) 290N a 25 °C fino a crescita

esponenziale, confermata tramite spettrofotometro.

2.4.6 b Antibiogramma: metodo per diffusione corsdnetti imbevuti o di Kirby Bauer
L’antibiogramma, un semplice esanme vitro, &€ stato utilizzato per valutare se i batteri
fossero sensibili o resistenti all’estrattoAloe arboresceng/o diMyrtus communisA tale
scopo e stato utilizzato il metodo di Kirby-Bauer.

La metodica di Kirby-Bauer, utilizzata per questggi, ha previsto l'utilizzo di dischetti di
carta bibula sterile del diametro di 6 mm (Biolifaliana), posizionati su ciascuna piastra
agarizzata (Trypticase Soy Agar 2% NaCl), imbedu0 ul di trattamento rappresentato da:
estratto di foglie dMyrtus communis varie concentrazioni (da 5 a 83,5 mg/ml) Attie
arborescensa varie concentrazioni (1,2-120 mg/ml) e due aotidi, tetraciclina e
ampicillina a varie concentrazioni (da 2,5 a 20mlgler tetraciclina e da 3,75 a 30 pg/ml per
ampicillina). La scelta degli antibiotici tetradith e ampicillina da utilizzare come controllo
positivo del’esperimento, é stata effettuata shidlae di un saggio preliminare nel quale sono
stati testati tre antibiotici a concentrazioni dghate dalla casa produttrice ossia: tetraciclina
(20ug/ml), ampicillina (3@g/ml) e kanamicina (3®/ml) per vedere a quale fossero sensibili
i batteri. Da questa prova si € osservato che smignla tetraciclina (2@/ml) mostrava
un’attivita inibitoria nei confronti diListonella anguillarume I'ampicillina (3Qug/ml) verso
Photobacterium damsela®er ogni prova € stato utilizzato come controlégativo acqua
sterile e come controllo positivo I'antibiotico diierimento per il patogeno in esame, ossia la
tetraciclina (20 pg/ml) per Listonella anguillarum e Pampicillina (3Qug/ml) per
Photobacterium damsela¢e piastre sono state poi incubate a 25°C peor24 Le prove
sono state effettuate in triplicato. La presenzaatiivita antimicrobica, e stata rilevata
attraverso l'individuazione di aloni di inibizionetorno ai dischetti presenti nelle piastre
contenenti i microrganismi. | saggi sono stati lwaii misurando I'area dell’alone inibitorio
creato da diluizioni seriali dell'antibiotico ampima per P. damselaee tetraciclina pet.
anguillarum L’attivita antibatterica degli estratti & statgpeessa come attivita corrispondente

a pg/ml di antibiotico.
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2.4.6 ¢ Determinazione della Minima Concentraziolmbente (MIC)

E stata inoltre effettuato un ulteriore saggio laatterico con lo scopo di trovare la (MIC)
dell'estratto di mirto verso i patogeni ovveroclancentrazione piu bassa di estratto di mirto
alla quale non vi e crescita batterica visibileleTgaggio € stato eseguito solo per I'estratto di
mirto in quanto dai saggi precedenti non é stdevata per Aloe la presenza di aloni di
inibizione della crescita batterica a seguito dittamento. Il saggio € stato allestito seguendo
la metodica di Kirby-Bauer. Sono stati quindi fattescere i batteri su piastre agarizzate
trattate con concentrazioni decrescenti di estdittmirto (5 mg/ml, 4 mg/ml, 3 mg/ml e 2.5
mg/ml) a 25°C e sono stati letti i risultati dopb @e di crescita dei batteri. Ogni esperimento

e stato ripetuto tre volte.

2.4.6 d Determinazione della Minima ConcentrazioBattericida (MBC)

Dopo aver valutato i valori di MIC tramite metodida Kirby-Bauer, per ogni patogeno e
stato eseguito un saggio di diluizioni scalari erréno liquido in cui, i tubi di coltura
contenenti Trypticase Soy Broth (Biomerieux) 2% INag§bno stati inoculati con il ceppo
batterico in presenza di estratto di mirto in ueifvallo di concentrazione compreso tra 83,5 e
2,5 mg/ml. | tubi sono stati incubati per 24 or@852C. Dalle colture batteriche & stato poi
allontanato l'estratto di mirto tramite lavaggi eOatteri sono stati poi piastrati su terreno
solido ed incubati a 25°C per 24 ore per stimamsolaravvivenza batterica. Su questa base la
Minima Concentrazione Battericida (MBC) e statanstia come la piu bassa concentrazione
di estratto di mirto che risulta in una totale agsedi crescita batterica. Ogni esperimento e

stato ripetuto tre volte.

2.4.6 e Analisi statistica

Per l'analisi statistica dei saggi antibattericstata calcolata la regressione lineare, dove
possibile, o la regressione non-lineare (assoai@zesponenziale ad una fase). Nei casi di
regressione lineare é stata calcolata la probab#li{pendenza della retta significativamente
diversa da zero) per rigettare l'ipotesi che laresgione sia casuale. Nei grafici € stato
mostrato l'intervallo di confidenza al 95% di i dati sono stati analizzati con GraphPad

Prism 4.
2.4.7 Microscopia elettronica

Per investigare eventuali modificazioni esternaterne alle cellule in seguito a trattamento ci

siamo avvalsi del supporto della microscopia eleitta a scansione e a trasmissione che ho
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effettuato presso il Centro Interdipartimental@/iitroscopia Elettronica dell’'Universita degli
Studi della Tuscia.

2.4.7 a Microscopia elettronica a scansione (SEM)

Ci siamo avvalsi della microscopia elettronica @anstone per effettuare 2 tipi di indagini:

- La prima, al fine di investigare eventuali modazioni di tipo morfologico ultrastrutturale
delle cellule SAF-1 in seguito a trattamento castfatto di Aloe.

A tale scopo le cellule SAF-1 sono state prevenimmate fatte crescere in pozzetti in presenza
di un vetrino per I'adesione delle cellule in citsc Dopodiché sono state trattate con
I'estratto diAloe arborescena varie concentrazioni (1,2 mg/ml - 2,4 mg/m|8 fmg/ml) ed
incubate a 25°C per 24 ore. Il controllo dellesmemto € stato effettuato incubando le
cellule a 25°C per 24 ore con il solo terreno aiwra. Al termine dei trattamenti, i vetrini,
con le cellule adese, sono stati preparati persiaalizzazione al SEM (secondo il protocollo
descritto in seguito).

- La seconda, al fine di investigare eventuali rficazioni di tipo morfologico ultrastrutturale
dei batteri in seguito a trattamento con l'estratioMirto (alla concentrazione minima
inibente, alla concentrazione minima battericidaala concentrazione massima) e con
I'antibiotico.

A tale scopd.istonella anguillarume Photobacterium damselasa volta raggiunta I'O.D. di
0,5 sono stati trattati con I'estratto Miyrtus communiglla concentrazione MIC (4 mg/ml),
MBC (20 mg/ml pelL. anguillarume 10 mg/ml peP. damselape massima (83,5 mg/ml) ed
incubate a 25°C per 24 ore. In contemporanea gksstbatteri sono stati trattati con
I'antibiotico di riferimento (tetraciclina pdr. anguillarume ampicillina pelP. damselag ed
anch’essi incubati a 25°C per 24 ore. |l controiédl’esperimento é stato effettuato incubando
i batteri a 25°C per 24 ore con il solo terrengaltura. Al termine dei trattamenti, i pellet dei
batteri trattati, ricavati mediante centrifugazipseno stati preparati per la visualizzazione al
SEM (secondo il protocollo descritto in seguito).

Protocollo di preparazione per la visualizzazion8EM dei campioni:

1. le cellule sono state fissate per 1 h in 5% formialet5% glutaraldeide in tampone
cacodilato 0,1 M pH 7.2 ed accuratamente risciaeguello stesso buffer;

2. le cellule sono state post-fissate per un’altraiord% tetrossido di osmio in tampone
cacodilato 0,1 M pH 7.2 e risciacquate nello stdsster;

3. é seguita una graduale disidratazione in soluzibalcool a concentrazione crescente (30-
50-70-100%);
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4. le cellule, in alcool assoluto, ancora adese ainietono state essiccate tramite la tecnica
del “critical point drying C@ (BALZER UNION CPD 020) per evitare il collassamento
della superficie dei campioni. La tecnica dell'esamento al punto critico consiste nella
progressiva sostituzione dell'alcool etilico astwlcon anidride carbonica allo stato liquido.
A sostituzione ultimata il contenitore e fatto aktare sino alla temperatura di 40°C. In
gueste condizioni, la C@aggiunge il proprio punto critico, vale a dire aypressione tale per
cui avviene il passaggio dallo stato liquido a tuejassoso senza che si crei tensione
superficiale dei campioni.

5. le cellule sono state ricoperte d’oro in un’unitesguttering (BALZER UNION MD 010)
sotto continuo flusso di argon. La copertura inanate conduttivo ha lo scopo di amplificare
il segnale degli elettroni secondari.

| vetrini con le cellule adese sono stati montatstib di alluminio e osservati al microscopio
elettronico a scansione JEOL JSM 5200.

2.4.7 b Microscopia elettronica a trasmissione (VI

Al fine di investigare eventuali modificazioni iatrellulari dei batteri in seguito a trattamento
con l'estratto di Mirto e con l'antibiotico, sontate eseguite delle indagini al microscopio
elettronico a trasmissione. | patogénianguillarume P. damselaesono stati trattati con
I'estratto diMyrtus communisalla concentrazione MIC (4 mg/ml), MBC (20 mg/ndr ..
anguillarume 10 mg/ml peP. damselage massima (83,5 mg/ml) ed incubate a 25°C per 24
ore. In contemporanea altri campioni degli stesdtelni sono stati trattati con I'antibiotico
(tetraciclina peL. anguillarume ampicillina peP. damselag ed incubati a 25°C per 24 ore.

Il controllo dell’esperimento €& stato effettuatacubando i batteri con il solo terreno di
coltura. Al termine dei trattamenti, i pellet ottginper centrifugazione dai batteri trattati, sono
stati preparati per la visualizzazione al TEM.

| campioni sono stati fissati in una miscela al pésaformaldeide e 2.5% glutaraldeide in
tampone cacodilato 0,1 M a pH 7,2 (Karnovsky, 196&kiccessivamente, il materiale & stato
lavato in tampone cacodilato 0,1 M, dove € statoiédo per una notte; e seguita poi una post
fissazione con tetrossido di osmio 1 % in tampamdilato 0,1 M per un’ora, poi di nuovo
lavato in tampone cacodilato 0,1 M per 1 ora. Btasseffettuata, successivamente, una fase di
disidratazione del materiale, attraverso una sBrpassaggi in alcool etilico a concentrazioni
progressivamente crescenti (dal 50% al 100%) eguito i campioni sono stati infiltrati in
resina Spurr (TAAB, England). Le ultrasottili (dekpessore di 60-80 nm) sono state raccolte

su appositi retini di rame e sono state contragtateacetato di uranile e citrato di piombo:
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gueste soluzioni saline contengono atomi pesanguali, legandosi in modo selettivo a
specifiche strutture cellulari, ne aumentano diaimente la possibilita di interazione con il
fascio elettronico primario, permettendo, durantesdervazione, la formazione di un’
immagine ad elevato contrasto. Infine, i campioona stati osservati al microscopio

elettronico a trasmissione Jeol JEM EX Il , a 10 k

2.5 Sperimentazione in vitro condotta sulla lineaellulare primaria di leucociti di

derivazione branchiale

2.5.1 Trattamenti

Come per i saggi di citotossicita MTT sopra descahche gli esperimenti di proteomica
sono stati condotti su campioni di leucociti isotklle branchie di otto esemplari di salmone
ed otto esemplari di merluzzo. Le cellule derivatdi ogni pesce sono state suddivise in 3
fiasche e trattate per 24 ore rispettivamente obm terreno di coltura (cellule controllo non
trattate) e con le due differenti concentrazionimdicrogard prescelte (48@/ml 240ug/ml)
sulla base delle indicazioni ottenute dall’anatisi dati derivanti dai saggi di citotossicita
MTT.

2.5.2 Estrazione proteine totali, Dosaggio e Pig#zione

A seguito dei trattamenti, le cellu(eeucociti estratti ed isolati dalle branchie dinsane e
merluzzo)sono state raccolte mediante centrifugazione ddaaimeno 3 volte con PBS 1x
osmolare per rimuovere completamente il terrenozahi pellet di cellule & stato poi aggiunto
un buffer di lisi (0.2% SDS, 1% Trition X 100, 10mMEDTA, 0.2M NaCl) nella misura di
0,5ml per 5 x 10 cellule addizionato con fl di protease inhibitor cocktail mix (SIGMA
aldrich). A questo punto dopo aver passato al xdeesospensione cellulare e stata posta su
un agitatore per 15 minuti a temperatura ambiedtd ksato cellulare ottenuto e stato poi
centrifugato a 16000 xg per 30 minuti. Il soprantggsospensione proteica) € stato aspirato e
posto in un tubo nuovo e dializzato per mezzo dosap 3kD cutoff tubes (Millipore).

Gli estratti proteici cosi ottenuti sono stati quficati mediante il fluorimetro Qubft!
Invitrogen (CA, USA)ed ottimizzati per le analisi di elettroforesi bidingonale mediante il

kit ReadyPrep” 2-D Cleanup kit (BIORAD) secondo il manuale deksa produttrice.
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2.5.3 Elettroforesi Bidimensionale

La quantita specifica di proteine totali per ogampione (circa 10Qg) € stata risospesa in
sample buffer (urea 7M, tiourea 2M, ASB-14 1%, zima base 40 mM, 62.5 mM DTT,
0.625% (w/v) Bio-Lite 3/10 anfoline, 0.001% Blueliiomofenolo) fino ad un volume di 125
ul. A questo punto le IPG strips da 7 cm, pH 3-1®{E&d) sono state reidratate ed incubate
con i campioni per tutta la notte a temperaturaiante e poi soggette ad isoelettrofocusing
mediante il sistema protean IEF cell (Bio-rad). Wo#a focalizzate, le IPG strips sono state
equilibrate mediante due tipi di equilibration rf{urea 6M, Tris-Hcl 0.375M pH 8.8, SDS
2%, glycerol 20%) addizionati rispettivamente @ DTT e con 2.5 % lodoacetamide ad
azione riducente ed alchilante con i quali sontedtattate le stips per 15 minuti ciascuno. Le
strips cosi equilibrate sono state quindi carisatgel di poliacrilamide al 15% ed € seguita la
corsa per la seconda dimensione SDS-PAGE mediagistema protean lIxii (Bio-rad). Gli
spots proteici sono stati poi rivelati medianteocatione Brilliant Blue Coomassie G250-
Colloidale (Merck, Germany) al termine della qual@anmagine di ciascun gel é stata
acquisita tramite Versadoc imaging system (Bio-idanalizzata con il software PD-Quest
(BIO-RAD).
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Una recente tendenza nell'ambito dell'acquacoltaradi limitare I'uso di antibiotici e
chemioterapici per controllare e prevenire infezdimatura parassitaria, batterica e fungina e
di ricercare nuove sostanze naturali, efficaci eursi, in grado di rafforzare il sistema
immunitario dei pesci. In questo contesto, I'utibzdegli immunostimolanti naturali come
erbe medicinali e beta glucani da utilizzare altpal antibiotici e chemioterapici ha portato
alla nascita di un nuovo settore di ricerca chearapplicazione nella acquacoltura di tipo
biologico (Dalmo e Bogwald, 2008; Galina et al.,020 Citarasu, 2010). Lo studio dei
composti naturali come estratti di erbe medicinali beta glucani utilizzati come
immunostimolanti nell'alimentazione di larve ed ladurappresenta infatti un aspetto
importante per incrementare la produttivita degtpianti ittici e per lo sviluppo di
un‘acquacoltura sostenibile e compatibile con liantke. E’ noto inoltre che tali composti
esibiscono un’attivita antimicrobica e possano iargre la crescita e lo sviluppo delle specie
allevate in impianti di acquacoltura. Differentudt hanno riportato che le malattie che si
manifestano nei pesci di interesse commerciale gpasessere controllate attraverso la
somministrazione di immunostimolanti naturali digime vegetale ma anche derivanti da
lieviti in quanto sono in grado di potenziare Isposta immunitaria sia innata che adattativa
(Robertson et al., 1990; Sakai et al., 1991; Armterst al., 1992; Ainsworth et al., 1994 e
Verlhac et al., 1996; Sakai, 1999; Harikrishnaalgt2001; Kamilya et al., 2006; El-boshy et
al., 2008). In particolare numerosi studi hannmnti@to che alcune componenti attive o
prodotti di erbe (antrachinone, oli essenzialijgaacaridi, saponine etc..) possono aumentare
alcuni parametri dell'immunita innata (lisozimapgolemento, antiproteasi, mieloperossidasi,
specie reattive dell’ossigeno, specie reattive miglogeno, fagocitosi, burst respiratorio,
ossido nitrico, emociti totali, fenolossidasi, gltibneperossidasi e rilascio di citochine) e
dellimmunita adattativa (livello anticorpale, aita battericida, emoagglutinazione) in
differenti specie di teleostei (Harikrishnan et 2001).

Per quanto riguarda i beta glucani vengono definifietteratura come polisaccaridi utili in
acquacoltura in quanto promotori della produzionprdteine litiche antimicrobiche come |l
lisozima ed il complemento (Engstad et al., 199&)molanti I'attivita fagocitica dei
macrofagi (Galeotti et al., 1998), capaci di potare la protezione contro le infezioni
portando ad un aumento degli anticorpi secretiedallismacellule contro patogeni. Gli effetti
appena citati si traducono in una stimolazioneedétiposte immunitarie a vari livelli come ad
esempio uccisione di batteri, modulazione delladpraone di citochine e promozione della

sopravvivenza a livello cellulare, degli organiedl'thtero animale (Rodriguez et al., 2009).

65



Capitolo Il - Risultati e Discussione

Considerando quindi I'ampio spettro di attivita eogrieta dimostrate dai composti e dai
prodotti di origine naturale, risulta chiaro il mat per cui sta crescendo sempre piu
I'attenzione verso il potenziale espresso da tabtanze nella gestione sanitaria degli
allevamenti ittici.

In questo contesto si inserisce il lavoro svoltogumesta tesi di dottorato che ha avuto
I'obiettivo di testare e valutare gli effetti dipimmunostimolanti naturali, per poter poi
fornire risultati utili a proporre tali composti @ nuova prospettiva per I'allevamento
biologico di teleostei marini. In particolar moda te varie tipologie di immunostimolanti di
origine naturale abbiamo deciso di porre la noatranzione verso gli estratti ottenuti da due
piante medicinali, Aloe arborescengd il Myrtus communigd un prodotto commerciale a
base di beta glucani, il Macrogard: che per i lommposti bioattivi risultano di grande
interesse nel panorama della letteratura scieatffome ampiamente descritto nel capitolo
introduttivo).

Proprio in virtu del fatto che i suddetti sono ddesati fonte di biomolecole con prospettive
in ambito chimico e farmacologico note perlopiu smEmmiferi abbiamo deciso di testarne le
proprieta anche sui pesci.

La scelta dell'orataSparus aurata del merluzzo Gadus morhupe del salmoneSalmo
salar), come specie modello della ricerca, e stata w@ettallimportanza che tali specie
ricoprono nel settore economico ed industrialeadélicoltura europea in quanto sono le
specie piu allevate e quindi piu soggette alle ttial@ahe colpiscono i pesci negli impianti.
Come detto in precedenza, alla base della gestiogeeste patologie c’é innanzitutto una
maggiore comprensione dei meccanismi immunitari idgolano le risposte alle infezioni.
Proprio da qui nasce I'esigenza di utilizzare mibdel vitro adatti ed utili per studi di tipo
immunologico, che sono alla base della messa apliqtossibili strategie utili ad arginare lo
svilupparsi di malattie negli impianti con evidewdintaggi per la produttivita delle aziende.
Quindi per le sperimentazioni condotte, abbiamoisdedi avvalerci dell'uso di due linee
cellulari differenti che ci hanno permesso di shmelii meccanismi alla base di una possibile
attivita modulatoria di immunostimolanti naturali.

La scelta di queste due linee non ¢ stata affatfoale ma anzi e stata ben ponderata in base a
forti evidenze bibliografiche.

Attraverso una linea cellulare continua di fibratiadi orata (SAF-1) ho condotto tutta la
sperimentazione, svolta in Italia presso I'Universiegli Studi della Tuscia, volta a testare le
proprieta immunostimolanti di piante medicinali,particolar modo Aloe e Mirto. La linea

cellulare continua di fibroblasti di orata SAF-$parus aurata Fibroblastsjisulta dalla
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letteratura essere un buon modello largamentez4iio in studi su patogeni di pesci marini e
per indagini sullimmunologia dei teleostei. llsinteresse come sistema modello per studi
immunologici € in continua crescita anche a causiliadsenza di disponibilita di linee
cellulari di specie marine di importanza economi€uesta linea cellulare mima |l
comportamento generale che assumono i fibroblastiada in caso di danno tissutale e nella
fase inflammatoria che segue (Castillo-Bricenolet2811). Infatti i fibroblasti, attraverso la
produzione di citochine, chemochine e la modifioaei dei vasi sanguigni, sono in grado di
coordinare i movimenti delle cellule immunitarigraverso i tessuti e in particolare possono
direttamente modificare I'attivazione e lo stataltferenziamento dei linfociti T attraverso la
produzione di recettori co-regolatori, citochindedle componenti della matrice extracellulare
(Barnas et al., 2010). La linea SAF-1 e stata fnolitilizzata per ricerche su infezioni
batteriche e virali, in quanto e stato dimostrdie sia suscettibile a diversi virus di pesce e a
prodotti batterici extracellulari; i fibroblastifatti presentano recettori Toll-like e CD14 sulla
loro superficie divenendo quindi in grado di risgere a LPS e ad altri PAMPs (Ingerslev et
al., 2010). In particolare la linea in oggetto &atutilizzata in recenti lavori per investigare il
ruolo di proteine indotte da IFN nei meccanismdifiesa di tipo innato contro diversi virus di
pesce (Bejar et al., 1997; Perez-prieto et al.919@falla et al., 2004; Garcia Rosado et al.,
2007) e per identificare i meccanismi di secrezidelIL-1p nei pesci (Pelegrin et al., 2004).
Come gia detto in precedenza per la sperimentaZiongéro volta a studiare i meccanismi
alla base di una possibile attivita immunomodulatai immunostimolanti naturali ho
utilizzato, oltre alla linea continua di fibrobtadi orata SAF-1, una linea cellulare primaria
isolata dalle branchie di merluzzo e salmone atlanGrazie a questa coltura primaria ho
condotto una sperimentazione, svolta in Norveges$w il Bodg University College, tesa a
testare le proprieta e gli effetti immunomodulawirun prodotto commerciale a base di beta
glucani (Macrogard) sul proteoma del merluzzo esdéhone atlantico.

Le branchie, organo da cui deriva la linea celklaivestono un importante ruolo a livello
immunitario visto che per la sua posizione rappreseina delle prime vie di ingresso per
potenziali patogeni e percio e luogo di intensivitdtdifensiva. Tali linee cellulari primarie
hanno il vantaggio di essere stabili e di dareltasuriproducibili permettendo la valutazione
di meccanismi cellulari, di condizioni e funziomeifiche grazie all'uso di cellule funzionali
direttamente isolate dall’organo (Lee et al., 2009)

Oltre ai vantaggi appena descritti ci sono anchdtinpooblemi legati a questo tipo di
procedure, non € infatti facile ottenere una caltprimaria stabile a partire da un organo

estratto da un animale. Lo sviluppo di linee callusemi permanenti € un lungo processo che
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prevede molti passaggi che sono causa di streds pellule (come descritto in dettaglio nei
materiali e metodi).

Le colture cellulari primarie sono usualmente avbreermine, spesso richiedono specifiche
condizioni per il mantenimento in coltura ed inelgono piu suscettibili a contaminazioni
microbiche. Le difficolta riportate in letteratuga riferiscono anche a problemi relativi ad
ottenere adeguate quantita di tessuto dal qudkréson adeguato numero di cellule vitali, per
queste ragioni spesso i ricercatori si indirizzaso linee cellulari permanenti che
costituiscono una risorsa di cellule facile ed atamte ma che molto spesso derivano da
cellule trasformate (tumorali) il che pone dei linsull’attendibilita dei risultati e sulla loro
vicinanza alla realta dei sistemi studiati.

Le branchie hanno da sempre suscitato molto irgergsquanto organi unici coinvolti nello
scambio di gas per la respirazione, nellosmoregjoree, nelle risposte del sistema
immunitario ed altre funzioni vitali (Evans et &005) essenziali per la sopravvivenza dei
pesci. Proprio da queste evidenze nasce I'esigéinvaler studiare le risposte che le cellule
immunitarie derivanti da tale organo sono in grdddare in seguito a specifici trattamenti. In
particolare, le linee cellulari di derivazione bchiale possono costituire un validissimo
modello per monitorare vari aspetti della salutepgsci, nel campo dellimmunologia (Clem
et al. 1996; Bols et al. 2001), della tossicold@abich and Borenfreund 1991; Segner 1998),
dell’endocrinologia (Bols and Lee 1991), della \agia (Wolf 1988), della ricerca biomedica
(Hightower and Renfrow 1988), del controllo dellealaitie (Villena 2003), della
biotecnologia ed acquacoltura (Bols 1991), conrdounti significativi.

Per queste ragioni gran parte della prima partia dalerca da me svolta in Norvegia si
basata proprio sullo studio del materiale biblidiga esistente su questo argomento
(specialmente nei riguardi delle specie di nostreresse, il merluzzo ed il salmone) e
sull’allestimento di alcuni esperimenti preliminaolti a comprendere quali fossero tra i vari
metodi presenti in letteratura i piu adatti al taatento del tessuto branchiale. Tali fasi mi
hanno permesso di mettere a punto un protocollbcadper I'isolamento di leucociti dalle
branchie di merluzzo e salmone stabilendo una m@limaria a breve termine grazie alla
quale abbiamo potuto condurre tutte le fasi dglerimentazione in programma. Il fatto di
essere riusciti ad isolare ed a mantenere in eljuesta linea cellulare & un risultato gia di
per sé molto interessante in quanto sono moltosecker notizie riguardanti linee cellulari
iniziate da tale organo nei pesci specialmentegpanto riguarda il merluzzo ed il salmone

atlantico.
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3.1 Risultati ottenuti utilizzando gli estratti d\loe arborescens e Myrtus communis sulla
linea cellulare SAF-1

Come principale requisito per un sicuro utilizzagldlemmunostimolanti naturali, presi in
esame da questa ricerca, come prodotti mediciabbjamo testato per prima cosa la loro
biocompatibilita sulla linea cellulare utilizzatarpgli studiin vitro. Ci siamo quindi chiesti
quali sarebbero stati i loro effetti sulla vitalitallulare in seguito a trattamento e quale fosse
la migliore concentrazione da utilizzare. A talefisono stati condotti saggi di citotossigita
vitro che hanno permesso la determinazione della dtedilulare a seguito dei trattamenti.

Per testare le differenti concentrazioni di estrditAloe o Mirto sulla linea cellulare SAF-1 e
stato utilizzato il saggio ATP lite.

3.1.2 Saggio ATP lite su cellule SAF-1 in seguito teattamento con estratto di Aloe
arborescens

Come primissimo approccio nei confronti di questeva tematica ci siamo chiesti quale
sarebbero stati gli effetti dell’estrattoAlioe arborescensulla vitalita cellulare dei fibroblasti
di orata in seguito a trattamento e quale fosseidgiore concentrazione di somministrazione.
A tal fine sono stati condotti saggi di citotoskicin vitro mediante il kit ATP lite
(PerkinElmer) che ha permesso la determinazionia gelrcentuale di sopravvivenza delle
cellule (Crouch et al., 1993; Cree and AndreotB7)3rattate con differenti concentrazioni di
estratto. La molecola ATP infatti & presente itetlg cellule metabolicamente attive e la sua
concentrazione scende rapidamente quando queste® wacontro a necrosi o apoptosi, per
cui la sua quantita rappresenta una informaziotemdibile circa la vitalita cellulare (Crouch
et al., 1993; Cree and Andreotti 1997).

Dall’analisi statistica dei dati che € seguita s@merse differenze di significativita tra i
gruppi studiati (controllo: costituito da cellulemtrattate; cellule trattate con estratto a varie
concentrazioni: 0,15 mg/ml; 0,3 mg/ml; 0,6 mg/ml2 Img/ml; 2,4 mg/ml; 4,8mg/ml,
controllo positivo cioé trattamento con effettousamente citotossico: costituito da cellule
trattate con sodio azide 0,2%; controllo etanoh@d{ figura 13). Nostro interesse era
individuare la maggiore concentrazione di estratte in termini di vitalita cellulare si
discostasse meno dal controllo e che quindi prasimente fosse in grado di svolgere una
qualsiasi attivita senza creare danno alle cellultate, non andando a variare le
caratteristiche del medium di coltura. Dopo 24 drerattamento le cellule incubate con
estratto alla concentrazione di 1,2 mg/ml si cortgow in termini di vitalita cellulare come le

cellule controllo, questo é vero anche per le atnecentrazioni a scalare il che & prevedibile,
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visto the diminuendo il contenuto di estratto ci si auvicisempre piu alle condizioni
normale mantenimento delle cellule ovvero al meduintoltura. D’altro canto il grupp
corrispondente alla concentrazione di 1,2 mg/méstratto risulta essere signittivamente
differente dal gruppo relativo alla concentrazioh® mg/ml e da quello composto de
cellule trattate con sodio azide allo 0,2% chedgefmizione viene inserito nell’esperimer

per ottenere un effetto citotossico sulle cellt
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Fig. 13

Saggio di citotossicita eseguito dopo 24 ore diamaento. Legend:a significativamente differente d
controllo; b significativamente differente da 4,8 mg/ic significativamente differenteda sodioaz Sono stati

presi in consideraziorvalori di p a partire da p<0.05.
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Fig. 14
Saggio di citotossicita eseguito dopo 72 ore didraento. Legendia significativamente differente d
controllo; b significativamente differente da 4,8 mg/ic significativamente differenteda 2,4 mg/ Sono stati

presi in considerazione valori di p a partire da.p5

In ultimo, per quanto riguarda la concentrazione2di mg/ml possiamo dire che pur r
essendo significativamente diversa dal controltm lo € neanche dal gruppo trattato con
mg/ml diestratto che ha un chiaro effetto citotossico kwmoblasti di orata. Questo risultatc
stato riscontrato anche in fibroblasti di pollo, ¢ui l'effetto citotossicosembra essere
relazionato ad alcuni componenti di basso pesocuotaee contenuti negel di Aloe (Horacio
e Jose 1997).

Quindi, visto che il controllo positivo e la contexxione di 4,8 mg/ml si comportano a
stesso modo provocando la morte delle cellule elahsoncentrazione di 2,4 mg/ml n
risulta diversa dalla maggiore concenione testata, possiamo concludere che la mig
concentrazione di utilizzo dell’estratto fresco fdglie in toto diAloe arborescer € quella
corrispondente a 1,2 mg/ml. Tale concentraziondtasssere la maggiore somministrabil
fibroblasti di orata senza avere effetto citotoasgiache per tali motivi & stata futilizzata per
tutta la serie di esperimenti che sono sel

Inoltre, dai saggi effettuati su un range piu ristreli concentrazioni (1,2 mg/ml; 2,4 mg/r
4,8mg/ml) a vari tempi (24h, 48h e 72h), é risoltahe non solo la concentrazione di
mg/ml si conferma ottimale ma addirittura il grupgdativo alle ceule incubate per 72 o
con l'estratto 1,2 mg/ml si distingue significatimante dal controllo in quanto raggiur

quasi il 120% di vitalita cellulare (vedi figuri4) (Il grafico relativo alle 48 ore di trattamer
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non & mostrato in quanto i risultati non differisooda quelli ottenuti per le 24 ore). Percio
possiamo dire che I'estratto alla concentrazionk 2iimg/ml sembra avere a lungo termine un
evidente effetto proliferativo sulle SAF-1 in caoliprobabilmente relazionabile ad un elevato
benessere dei fibroblasti di orata in presenzdedélatto nel terreno di coltura. Tale ipotesi
anche se mai riscontrata nei pesci trova conferegdl studi condotti da Yao et al. (2009) che
dimostrano come una frazione polisaccaridica iaotid Aloe barbadensisia in grado di
aumentare la vitalita di fibroblasti umaini vitro, aumentandone le dimensioni del nucleo ed
in proporzione del citoplasma, il numero e la gemmh delle sfere di cromatina e
'espansione del reticolo endoplasmatico; tutti ofeeni correlati con un’intensa
proliferazione. Risultati analoghi sono stati rdeemente ottenuti anche da
Jettanacheawchankit et al. (2009) che hanno ristontome l'acemannano, il principale
polisaccaride del gel di Aloe (Femenia et al., 9898 in grado di stimolare la proliferazione
di fibroblasti gengivali umani, favorendo I'espries®e di fattori di crescita e produzione di
collagene. Non a caso una delle tante applicaZemmnacologiche dell’aloe €& proprio nel
trattamento di ustioni e delle ferite in quanto re grado di velocizzare i processi di
cicatrizzazione (Zhang e Tizard 1996; Chithra ¢h&ji 1998; Reynolds e Dweck 1999; Bae
et al., 2005; Trombetta et al., 2006) molto prolmabnte mediante gli effetti appena descritti.

3.1.2a Analisi morfologica a seguito del trattamentelle SAF-1 con l'estratto di Aloe
arborescens

Per confermare i risultati ottenuti dai saggi ATiR,| sono state eseguite indagini al
microscopio elettronico a scansione con il finecdmprovare che la dose biocompatibile
individuata non provochi danni cellulari, ovvero difacazioni di tipo morfologico
ultrastrutturale delle cellule in seguito a trateamto. Osservando la figura 15 A e B appare
chiaro innanzitutto che le immagini delle cellutattate con I'estratto alla concentrazione
biocompatibile (1,2 mg/ml) in B sono perfettamergaragonabili al controllo (15A),
avvalorando quindi le conclusioni tratte da noiriarito ai saggi di citotossicita. Le scansioni
delle cellule trattate con 2,4 mg/ml e in manieitagvidente quelle trattate con 4,8 mg/ml di
estratto mostrano invece consistenti segni di serfitea ed apoptosi cellulare (Fig. 15 C e D).
Infatti € evidente che a tali concentrazioni I'atty diA. arborescengrovoca nei fibroblasti
di orata un cambiamento netto della morfologiautete in quanto i prolungamenti necessari
per l'adesione al substrato e di fondamentale itapaa per la sopravvivenza cellulare

subiscono un progressivo accorciamento, fino aquane il distacco
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Figura 15
Analisi al microscopio elettronico a scansi su cellule SAF-1. In A: cellula SAE-controllo; in B: cellule
SAF-1 trattata per 24 ore con estri: di Aloe arborescens,2 mg/ml; in C: cellula SA-1 trattata con estratto 2,4

mg/ml; in D: cellula SAF1 trattata con 4,8 mg/ml.

della cellula che da appiattita ed adesa si trasdoin sferoidale e sollevata. Inoltre sc
evidenti numerosi blebs o corpi apoptc sulla syerficie cellulare correlabili a mor
cellulare per apoptosi. Molto probabilmente la Weallstessa in risposta a stimoli estern
natura fisica o chimica correlabili allaumentatancentrazione dell’estratto, innesca |
cascata di reazioni biochimie e molecolari che la porta alla morte. Tale preces riflette
in caratteri morfologici particolari evidenziabiielle scansioni mostrate, come diminuzi
del volume cellulare e formazione di vescicoleupexficie (blebbing), fenomeni provocati
modificazioni nucleari della cellula come addensaimeatella cromatina e frammentazic
non casuale del DNA. A questo punto appare chiam le conclusioni tratte dai saggi
citotossicita sono ampiamente conferr e che la concentrazione definita bioatibile non
provoca alcun dannd.e indagini al microscopio elettronico a scansiaibadiscono che i
particolar modo la concentrazione di estratto 8imhig/ml € in grado di provocare un effe

citotossico in cellule di pesce, cosa per altro evadenziata tuttavia supportata destudi di
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Horacio e Jose (1997) condotti su pollo. Inoltreséansioni palesano che la concentrazione
ottimale di somministrazione di estratto € 1,2 mg/oome dimostrato dai dati ottenuti
mediante I'analisi ATP lite, e per questo e staita per effettuare gli esperimenti a monte

dell'analisi di espressione di tipo quantitativo.

3.1.3 Saggio ATP lite su cellule SAF-1 in seguiotrattamento con estratto di Myrtus
communis

Come accaduto per l'estratto éloe arborescenscome primo approccio nei confronti
dell'estratto diMyrtus communisci siamo chiesti quale sarebbero stati i suoiteffailla
vitalita cellulare dei fibroblasti di orata in segua trattamento e quale fosse la migliore
concentrazione da utilizzare. A tal fine sono staindotti saggi di citotossicitan vitro
mediante il kit ATP lite (PerkinElmer) che ha pesse la determinazione della percentuale di
sopravvivenza delle cellule trattate con differeatincentrazioni di estratto. Dall’analisi
statistica dei dati che e seguita sono emerseréifte di significativita tra i gruppi studiati
(controllo: costituito da cellule non trattate; ol trattate con estratto a varie concentrazioni:
0,2 mg/ml - 0,4 mg/ml - 0,8 mg/ml; controllo pogdi costituito da cellule trattate con sodio
azide 0,2% con effetto sicuramente citotossico metrotbo etanolo). Nostro interesse era
individuare la maggiore concentrazione di estrah@ in termini di vitalita cellulare si
discostasse meno dal controllo costituito da celhdn trattate e che quindi presumibilmente
fosse in grado di svolgere una qualsiasi attivétdza creare danno alle cellule, non andando a
variare le caratteristiche del medium di coltur@apb 24 e 48 ore di trattamento le cellule
incubate con estratto alla concentrazione di 0,2mhgi comportano in termini di vitalita
cellulare come le cellule controllo mantenendo fiat® stabile nel tempo (Fig. 16B; 16C).
Dopo 12 ore di trattamento le cellule incubate estratto alla concentrazione di 0,2 mg/ml
addirittura si differenziano in termini positivi Ida@ontrollo mostrando livelli di vitalita
cellulare piu alti di quest'ultimo (Fig. 16A). Quesinvece non accade per il gruppo
corrispondente alla concentrazione di 0,4 mg/m)8&nlg/ml di estratto che risultano essere
significativamente differenti dal gruppo controllo termini negativi, con una differenza di
valori che aumenta col passare delle ore di tratam(Fig. 16A; 16B; 16C). In particolar
modo la concentrazione di 0,8 mg/ml mostra sinadptima lettura effettuata dopo 12 ore
valori di vitalita cellulare significativamente nan rispetto al gruppo composto dalle cellule
trattate con sodio azide allo 0,2% (Fig. 16A). lirea parole l'estratto di Mirto alla
concentrazione di 0,8 mg/ml ha un effetto citotossnolto piu potente della sodioazide 0,2%

sui fibroblasti di orata. D’altronde € noto che gltratti vegetali in toto in generale e la
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miscela di sostanze in essi contenute possono aaféedi citotossici molto potenti ¢
utilizzati ad alte concentrazioni (Horacio e Jo$¥])¢
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Fig. 16

Saggi ATP lite effettuati su cellule S-1 trattate con I'estratto dilyrtus communis varie concentrazioni (0.
0.4, 0.8 mg/ml), confrontate con cellule contralaon cellule trattate con sodio azide 0.2 % @pd® ore d

trattamento, b) 24 ore, c) 48 ore.
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Quindi, la concentrazione di 0,4 mg/ml ed in mamig@ncora piu evidente la concentrazione di
0,8 mg/ml dopo 48 ore di trattamento, provocanomarte dei fibroblasti di orata
diminuendone la vitalita cellulare rispettivamedtd 59% e del 98% contro una diminuzione
della vitalita cellulare da parte della sodioazid2%) dell’83% (Fig. 16C).

A questo punto risulta chiaro che la migliore coricazione di utilizzo dell’estratto fresco
ottenuto da foglie in toto dWlyrtus communi® quella corrispondente a 0,2 mg/ml. Tale
concentrazione risulta essere la maggiore sommabigt ai fibroblasti di orata senza avere
effetto citotossico e che per tali motivi e stata gcelta per tutta la serie di esperimenti che

sSono sequiti.

3.2 Analisi di espressione di tipo quantitativaaimite Real time PCR condotta sulla linea
cellulare SAF-1 a seguito del trattamento con Alae Mirto: valutazione degli effetti
immunomodulatori

Una volta definito il target a cui somministrare gétratti e individuatane le concentrazioni
biocompatibili, il passo successivo e stato capaa@li estratti diAloe arborescens Myrtus
communidossero in grado di potenziare la risposta imnaui@tnel nostro modello di studio.
A tal fine abbiamo deciso di investigare I'evenwaffetto modulatorio degli estratti alcolici,
su alcuni geni coinvolti nella risposta immunitaii@ seguito a stimolazione mediante
simulazione di infezione virale (solo nel casoldied o batterica (nel caso delle due piante). A
tale scopo € importante sottolineare che gli dsfpaitna di essere somministrati alle cellule
sono stati sempre sottoposti ad un passaggio iiztazione meccanica mediante filtro per
escludere la presenza di batteri/LPS negli esteattitntomeno la presenza di DNA come
confermato da letture allo spettrofotometro. Ir@labbiamo deciso di completare i dati dei
saggi di analisi di espressione andando ad inastigeffetto immunomodulatorio degli
estratti di Aloe e Mirto singolarmente, medianteleam dell’espressione di geni pro e anti-
inflammatori. Tale analisi ci ha permesso di apprise I'eventuale effetto immunostimolante
osservato per entrambi gli estratti fosse diperelentneno dalla presenza di Poly I:.C o LPS
discriminando tra effetto di tipo sinergico o addit Infatti nella descrizione delle interazioni
il termine additivo indica un effetto biologico &te che € semplicemente uguale alla somma
delle risposte ai singoli componenti, mentre ihtgre sinergico o potenziante sta ad indicare
che le conseguenze provocate dall'insieme delleeootd sono significativamente superiori
alla somma di quelle causate dalle stesse singetaemQuindi la discussione riportata nella
presente tesi di dottorato prende in consideraZm@antificazione ed il confronto dei livelli

di espressione relativi al trattamento delle SA¢eh: il solo PAMPs (poly I:C o LPS in caso
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di simulata infezione virale o batterica), la miscdi PAMPs ed estratto di Aloe o di Mirto
ed infine il solo estratto di Aloe o Mirto alla dosiocompatibile secondo le modalita
descritte di seguito.

Per maggiore chiarezza i risultati verranno predend discussi suddivisi per estratto

utilizzato e tempi di trattamento.

3.2.1 Effetto immunomodulatorio dell’estratto di A& arborescens sulla linea cellulare
SAF-1 in seguito a simulata infezione virale

Al fine di comprendere meglio gli effetti dell'eatto di Aloe sui principali meccanismi
dellimmunita innata coinvolti nella difesa contte infezioni virali abbiamo deciso di
stimolare le cellule SAF-1 con il poly I:C un angdosintetico di RNA a doppia elica e
ligando di MDAS e TLR3, capace quindi di indurrepiaoduzione di IFN nella maggior parte
delle cellule nucleate. In questo senso il poly&:C piu utilizzato stimolante di IFN di tipo |
nei pesci (Congleton and Sun 1996; Jensen et @2)2che (come detto ampiamente nel
capitolo introduttivo) € una citochina capace diurre I'espressione di geni antivirali. L'Mx

e una tra le piu studiate proteine antivirali iridata IFN (Stark et al., 1998), una molecola a
lunga durata che, a differenza dell’lFN, puo peeses per settimane a seguito di una singola
infezione virale (Chieux et al., 1998). | geni M&ipesci possono essere indotti oltre che da
un’infezione virale anche da poly I:C dmavivo (Robertesen et al., 1997; Trobridge et al.,
1997; Fernandez-Truijillo et al., 2008) dhevitro (Jensen et al., 2002) suggerendo che il poly
I:C e in grado di indurre uno stato antivirale.

Alla luce di queste informazioni attraverso la réate PCR abbiamo potuto analizzare i
patterns e la cinetica di espressione di IFN, MXHCI-a da parte di cellule SAF-1 stimolate
con solo poly I:C, poly I:C in presenza di estratt@ mg/ml e solo estratto (1,2 mg/ml) in
modo da poter rilevare un’ipotizzabile modulaziaiedl’espressione da parte dell’estratto di
Aloe arborescens

Dall’analisi dei dati emerge che la stimolazione pezzo del ribonucleotide sintetico ha
funzionato nelle SAF-1 risultando un buon induttakell’espressione dei geni di nostro
interesse come era gia stato riportato da Altmarah. €2003), Zou et al. (2003), Robertsen et
al. (2004), Fierro-Castro et al. (2009), nel casalide cellule di pesce (salmone, trota, pesce
zebra) ma non in orata. Inoltre i cambiamenti giressione in relazione all’housekeeping
gene rRNA 18S mostrano che il pattern di espressi®i tre geni analizzati (IFN, MX e
MHCI-a) ha un comportamento simile (Fig.17). Infatti @gsito a stimolazione con solo poly

I:C si ha una crescente up-regolazione dei tre ige@same che raggiunge il massimo livello
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tra le 24 e le 72 ore di trattamento, (Fig. ih7particolare, il picco si ha a 24 h per 'MH@)-

a 48 h per 'Mx e a 48-72 h per I'lFN (vedi tabea

In aggiunta la significativa up regolazione ottenuper il complesso maggiore di
istocompatibilita di classe | potrebbe suggerirmdiizione di tale complesso da parte
dell’'Interferone, cosa gia nota per pesci comeatemsalmone (Grimholt e Lie 1998; Koppang
et al., 1999; Hansen e La Patra 2002; Dijkstrd.e2803), nei quali € stato dimostrato che la
trascrizione di MHCI aumenta in risposta ad infeeiwirale e che il promotore di tale gene
possiede elementi di risposta stimolati da Interfer ISRE). Ad oggi non sono disponibili
dati circa I'induzione di MHGh da parte di poly I:C. Il nostro studio sembra gliiessere la
prima evidenza del fatto che i trascritti di MH&humentano in cellule in coltura trattate con
poly I:.C, a supporto di cio Kawano et al., nel 20thno descritto, utilizzando linee cellulari
di trota, un aumento della proteirfiz microglobulina in linee cellulari epitelio-simili,
fibroblasto-simili e monocita/macrofago-simili settate con poly I:C 5Qg/ml per 2-6
giorni. Per quanto riguarda la myxovirus resistapecetein i nostri risultati confermano
quanto riportato da Garcia-Rosado et al. che &8 2@dnno riscontrato un aumento dei livelli
di espressione di Mx in seguito a stimolazione poly I:C nelle SAF-1, il che suggerisce la
possibilita di utilizzare questa linea cellularen@utile strumento di studio, per comprendere
il ruolo che le popolazioni non leucocitarie hamatle risposte inflammatorie dei pesci.

In seguito a stimolazione delle SAF-1 con il ribolewtide sintetico e l'estratto dhloe
arborescensalla concentrazione biocompatibile (1,2 mg/ml)jvelli di espressione degli
stessi geni dopo 12, 24 e 72 ore di trattamentnasitengono piu bassi rispetto ai campioni
trattati con solo poly I:C. Dopo 48 ore di trattarteeinvece, I'estratto in combinazione con il
poly I:C fa aumentare marcatamente |'espressionittie tre i geni IFN, Mx e MHCi
rispetto al trattamento con il solo ribonucleotidegltre la quantita di trascritti, per tutti iigje
analizzati, diminuisce in maniera significativa dof2 ore di trattamento rispetto alle 48 ore
(vedi tabella A) Tutto cio non accade quando le cellule vengorttateacon il solo estratto di
Aloe che invece e in grado di indurre una riduzieignificativa dei livelli di IFN, MX e
MHCI, rispetto ai livelli di espressione delle lcé controllo e delle stesse in seguito a
trattamento combinato, effetto che si protrae &tie 72 ore (Fig. 17 e tabella A).
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Fig. 17

Saggi di analisi di espressione relativi ai gem,|IIMX e MHCI. In grigic (calibrator sono riportati i livelli di
espressione relativi al gruppo di cellule &1 controllo, in rosso quelli relativi al gruppo S-1 trattato con
solo Poly I:C, in verde chiaro quelli relativi aluppo SAF-1 trattato con Poly I:C+Aloe ed in vel scuro quelli
relativi al gruppo SAFE trattato con il solo estratto di Aloe. Per I'dsia$tatistica sono stati presi

considerazione valori a partire da p<Q,05

ALGE polyl:C
Time (h} IEN Mx MHC-1 IFN Hix MHC-1
12 0.03£000% 055£0,057  0.47+C.01 1,810,257 32610411547 042:0,007
24 000200017 02400027° coieoo®® | 30210377 s29.39431.313P 1262105890
48 0260010 019600290 006:0.013P | 7.9321.587PC  g06 06463,168PC 6 78202520
72 0126000799 0 5120,197°Y Co5e0,08% | 0.2840,197P% 453 216,009PCd g gsag 17Eed
IALOE + poly I:.C

Time (h} IEN WM MHC-1

12 0,86:C.2 165,20+11.20%  0,26:0,037

24 [32240247P  589.21211377P 0,10, 102507P

48 121.210072P¢ 1338 731 06.509°C 25 a0 0.422PC

72 527:0.20%P9 5300441089702 51.0,478P0d

Tabella A

Analisi di varianza ad una via (ANOVA), seguita tkgt di comparazione mupla Dunnet. | risultati numerici
sono espressi come medi®#v.St di tre indipendenti misuraziomi.significativamente diverso da contro
(tempo 0) b significativamente diverso da 12 oc significativamente diverso da 24 od significativamente

diverso da 48 ore. ono stati presi in considerazione valori a padagy<0,0.
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| dati analizzati suggeriscono quindi che l'effeittaimunostimolante che si palesa a 48 ore in
seguito a trattamento combinato (estratto di Algmly 1:C) e di tipo sinergico ed inoltre € in
grado di potenziare a piu livelli la risposta imritaria antivirale innalzando in particolare i
livelli di IFN che ha un ruolo cruciale nella preiene dell'ospite contro la replicazione
diffusa di vari virus, soprattutto grazie all'aaxione trascrizionale di geni che codificano per
proteine antivirali (ISGs) (Der et al., 1998; dee¥et al., 2001). Questi geni tra cui I'Mx ed
inoltre 'MHCI-a sono determinanti rispettivamente per prevenirereplicazione virale
inibendo il passaggio intracellulare dei nucleodadipsirali (Haller et al., 2004) e per
promuovere la presentazione dell'antigene (Felkiws., 1982).

A tale proposito in orata, Garcia-Rosado et al0fJ0utilizzando come modello di studio la
linea cellulare SAF-1 hanno potuto dimostrare cdespressione di Mx sia essenziale per
I'inibizione della replicazione di un virus apparéate alla classe dei birnavirus, confermando
che, come accade nei mammiferi, anche nei pesjpriéssione di proteine indotte da IFN
costituisce uno dei meccanismi dell'immunita innadévolti nella difesa cellulare contro le
infezioni virali (Ellis 2001). E’ chiaro che la mgxirus resistance protein ed il complesso
maggiore di istocompatibilita indotti da Interferppssono essere definiti strumenti in grado
di aumentare la resistenza alle infezioni causateidis e utilizzati negli allevamenti ittici
come gia proposto, nel caso dell’lMx, da Melameal .etel 2002.

Le informazioni appena descritte sono di fondamernitaportanza nello sviluppo di misure
preventive contro infezioni virali che colpiscongesci allevati, tra cui I'orata una delle
specie marine piu allevate del mediterraneo etaffid un crescente numero di malattie virali
(Borrego et al., 2001; Mulcahy 2002) tra le piugirenti: linfocisti virale (LCDV), Necrosi
ematopoietica infettiva (IHNV), Setticemia emoriagvirale (VHSV).

A supporto di tali considerazioni in uno studioKim et al. (1999) vengono riportati gli
effetti terapeutici dell'aloe come supplemento aelieta dei pesci rocci&€¢bastes schleggli
infettati daVibrio alginolyticuse la pianta viene definita come agente di immunidpssi in
grado di sopprimere la malattia.

Principali responsabili dell’attivita immunostimaola dell’Aloe potrebbero essere diverse
componenti bioattive studiate per lo piu sul’'uomm che ipotizziamo avere la stessa attivita
anche nei pesci. In un recente studio di Lin e(2008) I'aloe-emodinaviene definita come |l
principale antrachinone in grado di indurre la prmdne di IFN e di up-regolare I'espressione
dei geni stimolati da tale citochina (attivando riomotori contenenti regioni ISRE e
inducendo I'espressione di ISGs) portando alla geaene di ossido nitrico ed anche

all'inibizione della replicazione virale.
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In un lavoro su macrofagi di topo Liu et al. (2008gntificano un polisaccaride ricco in
mannosio, derivato dall’Aloe, come responsabil¢atélvita immunostimolante di tale pianta
che si realizza in aumento dell’endocitosi, fagusiit produzione di ossido nitrico. Questo
polisaccaride essendo in grado di legarsi ai redetiel mannosio presenti sui macrofagi
quiescenti ne stimolerebbe l'attivita.

Anche Zhang et al. (2006) hanno riscontrato sengu#o stesso modello animale la
stimolazione delle stesse attivita da parte di chwaposti derivati da diidrocumarine (fenoli)

dell’ Aloe vera

3.2.2 Effetto immunomodulatorio dell’estratto dilde arborescens sulla linea cellulare
SAF-1 in seguito a simulata infezione batterica

E’ ormai noto che I'attivita dei composti e dei godti di erbe puo portare alla produzione di
una varieta di mediatori pro e anti-infliammatoria{i®a et al., 2009; Harikrishnan et al.,
2011). A tal fine abbiamo deciso di investigareséntuale effetto dell’estratto su alcuni geni
quali IL-18, TNF-a«, COX-2 e TGF3 che come noto dalla letteratura sono coinvoltianel
risposta immunitaria. Infatti in seguito ad infezéoo altri stimoli flogistici, I'lL-13 ed il
TNF-o mediano la risposta infiammatoria promuovendo filthazione e ['attivazione
leucocitaria (Garcia-Castillo et al., 2004), metdr€&€0OX-2 catalizza una serie di reazioni che
portano alla produzione di precursori di vari eamwosdi (prostaglandine, leucotrieni,
trombossani) infiammatori, di citochine e fatton drescita. Inoltre durante i processi
inflammatori vengono anche prodotte citochine adivigt antinflammatoria ed
immunosoppressiva come il TG¥-il cui principale ruolo e quello di inibire i ptessi
inflammatori consentendo I'angiogenesi e facilitan@rocessi riparativi attraverso il rilascio
di vari mediatori. Sulla base di queste conoscem@amo deciso di esaminare attraverso la
real time PCR i patterns e la cinetica di espressidi IL-13, TNF-«, COX-2 e TGFB da
parte di cellule SAF-1 stimolate con solo LPSuml), con LPS in presenza di estratto di
Aloe alla dose biocompatibile (1,2 mg/ml) ed iefioon solo estratto a vari tempi (4, 8, 12,
24 ore), in modo da poter rilevare un’ipotizzabifedulazione dell’espressione da parte
dell’'estratto (Fig. 18).

Dall’analisi dei dati emerge che la stimolazioneg peezzo di LPS (4, 8, 12, 24 ore) ha
funzionato nelle SAF-1 risultando un buon induttalel’espressione dei geni di nostro
interesse come era gia stato riportato da Sepeicied., 2006; Fierro-Castro et al., 2009;
Ingerslev et al., 2010; nel caso di cellule didstei e anche in cellule di orata. L'LPS € il

principale componente della membrana esterna déierbaGram-negativi e potente
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endotossina batterica che agisce da stimolantsistelma immuitario. Infattii dati prodotti
in questa tesi dimostrarche a seguito della stimolazione con solo LPS, @lacentrazion
di 5 pg/ml, nei fibroblasti di orata si ha un aumento tiascritti di IL-1(3 rispetto al controllo
(tempo 0), con un picco dopaore dal trattamento che poi decresce ai tempi ssogdFig.
18, tabella B; per questo si puo affermare che I'LPS rappresantbuon induttore di ques
gene, come era gia stato precedentemente ripar@téibroblasti d Oncorhynchus mykiss
(Ingerslev et al., 2010)noltre I'LPS si e dimostrato un buon induttore dgne TG-j,
infatti si € osservato un picco di-regolazione corrispondente alle 4 ore di trattametie
poi decresce ai tempi successivi, mentre per il -o e la COX-2si ha un lieve e gradua
innalzamento dei livelli di espressione a partiee 4l ore di trattamento che raggiungt
massimo dopo 24 ore di esposizioFig. 18, tabella B)Questi dati quindi suggeriscono cf
fibroblasti rappresentano cellule primit che nel corso dell’evoluzione hanno mantenut

capacita di esprimere geni per risposte immuniguendo sono stimole
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Fig. 18

Saggi di analisi di espressiogaantitativarelativi ai geni IL-B, COX-2, TNFea e TGF-B. In grigio (calibrator)
sono riportati i livelli di espressione relativigduppo di cellule SA-1 controllo, in giallo quelli relativi &
gruppo SAF1 trattato con solo LPS, in verde chiaro quellatiel al gruppo SA-1 trattato con LPS+Aloe ed
verde scuro quelli relatial gruppo SA-1 trattato con il solo estratto di Aloe. Per I'dgiastatistica sono ste

presi in considerazione valori a partire da p<.
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ALOE LPs
Titne (h) IL-18 TGF-B TNF-a COX-2 IL-1g TGF-B TNF-a COX-2
4 [1.7:0.3° 0.940.1 2.0£0.32 074017 | |5.4+0.6%  4.4£07° 1.540.28 2.3+0.52
8 0.3:0.012F  01:0.032F  17+02%  0.840.1 1640320 1781220 071010 0.940.2b
12 [0.8£0.042P<  384042bc 123020 102020 | 114037 07+0.12PC  191042° 1 5404bc
24 P70Axbe oagpoabed {o4g4be 0640129 | 1550290 144004204 gz 7abed 5440 01200d

ALOE +LPS
Time (h} IL-18 TGF-B TNF-a cox-2
4 0.1£0.042 0.01£0.022  0.1£0.1 0.1£0.03°
g [101292P 9.840.72P 0.840.4 72442
12 99915142.bC a7s1aab 49135 540t528bc
24 9846138497b-cd pggy3gabed  qg4p.02bed 5003155687 P-cd

Tabella B

Analisi di varianza ad una via (ANOVA), seguita tit di comparazione multipla Dunr. | risultati numerici
sono espressi come medi®#v.St di tre indipendenti misuraziomi.significativamente diverso da contro
(tempo 0) b significativamente diverso da 4 oc significativamente diverso da 8 od significativamente

diverso da 12 ore. ono stati presi in considerazione valori a padagy<0,0.

Infatti, come nelle SAR-, anche nei fibroblasti di trota si & osservata wompetenz
immunitaria in quanto si e visto che queste celkdeo in grdo di esprimere citochine
recettori immunitari; ed € per questo motivo chpenisa che i fibroblasti contribuiscano
maniera significativa alle reazioni inflammatoriecali insieme alle cellule immunitar
(Ingerslev et al., 2010).

In seguito a stimlazione delle SA-1 con il lipopolisaccaride e I'estratto Aloe arborescens
(1,2 mg/ml) si ha per tutti i geni in esame undtdiel quadro di espressione che parte da
ore di trattamento per poi crescere marcatamentengpi successivi mostrando differer
significative nei confronti del solo LPFig. 18). In particolarealla tabella B si evince per
TNF-0 sempre un andamento crescente cho raggiunge livelli statisticamente significat
solo alle 24 ore di trattamen

L’estratto in combinazione con il lipopolisaccaridamenta pesantemente I'espression
tutti e quattro i geni 1-13, TNF-«a, COX-2 e TGHFB palesando la sua attia
immunostimolante. A supporto di tali interpretaziamche Peddie et al., 2002 utilizzar
I'Ergosan, un prodotto a base di alghe lo defim&can potente immunostimolante in qua
e in grado, una volta somministrato intraperitonelatee alla trota, di aumenta
significativamente 'espressione di-1p e TNFe da parte dei leucociti peritoneali ad
giorno dall'iniezione.

E’ noto infatti in letteratura che gli immunostiraaki sonain grado di potenziare la rispos

immunitaria, e per questo risultano utili nell'otege una protezione nei confronti di dive
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malattie infettive che riguardano i pesci d’acquaga. In primo luogo gli immunostimolanti
agiscono innescando i meccanismi di difesa non ifsgec@umentando le risposte
proinflammatorie e conseguentemente la rispospatageni, infatti I'lL-13 mediatore chiave
della risposta alle invasioni microbiche e danntesisuti € in grado di stimolare la risposta
immunitaria attivando i linfociti e/o inducendorilascio di altre citochine capaci di attivare i
macrofagi, le cellule NK ed i linfociti. Altro asfie importante € che gli immunostimolanti
non solo sono in grado di attivare i leucociti, avalgono la loro azione anche su molti altri
tipi di cellule, incluse le cellule del tessuto oettivo, endoteliali, stromali (Filer et al., 2006)
ed i fibroblasti (Ingerslev et al., 2010) che somuindi coinvolte nell'inizio
dell'infammazione e nella risposta ai patogeni.

Una volta chiarita e descritta l'attivita degli immmostimolanti € nostro interesse a questo
punto citare lavori che supportino il ruolo immutio®lante dell’Aloe provando a definirne
anche le componenti bioattive responsabili.

A tale proposito di particolare interesse € lardaedi Pugh et al., che nel 2001 hanno
caratterizzato I'Aloeride, un polisaccaride datibalpeso molecolare deMloe verache ha
potente attivita immunostimolante in quanto capdcestimolare il rilascio di citochine
inflammatorie e non. Infatti N. Pugh ed il suo gsaphanno dimostrato che I'Aloeride
aumenta l'espressione di NF-kappa B nella lindauleee THP-1 fino a livelli del 50%
rispetto all’espressione ottenuta mediante la cunaezione massima di (10 pg/ml) LPS
utilizzata nei loro saggi. Inoltre I'Aloeride e grado di indurre I'espressione di mMRNA che
codificano per IL-B e TNFa fino a livelli comparabili con quelli osservatelfe stesse
cellule attivate con solo LPS.

Nei nostri esperimenti utilizzando l'intero estoattli Aloe arborescensabbiamo ottenuto
risultati estremamente interessanti. Infatti se swgriamo ad esempio il pattern di
espressione dellILfi facendo un confronto in termini di potenziamentai dvelli di
espressione di tale citochina tra il solo LPS sttato di Aloe in presenza di LPS a 24 ore,
possiamo asserire che il primo € in grado di auarertespressione rispetto al controllo di 5
volte (significativita con p<0.01) mentre il trattento combinato dellLPS con ['estratto
incrementa i livelli di mRNA di ben 4000 volte (sifjcativita con p< 0,001).

Nel momento in cui le cellule sono state trattaig it solo estratto di aloe (Fig. 18, gruppo
evidenziato in verde scuro), questo effetto stima chiaramente evidenziabile solo per il
gene del TGH. Infatti I'estratto di tale pianta ha indotto dals un significativo
innalzamento della quantita di trascritto di T@Fdopo 12 ore di trattamento che pur

diminuendo al tempo successivo, mantiene comunygel bi espressione significativamente
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diversi dal controllo e dal trattamento con sold&L&yli stessi tempi. | dati osservati riguardo
'espressione del TGF-f sono molto interessanti in quanto palesano [Idtiv
immunostimolante del solo estratto di Aloe versesia gene (a 12 e 24 ore), attivita pari a
quella indotta dal solo LPS (a 4 ore) anche se nrapada. A parita di effetto pero e
importante ricordare che l'estratto di Aloe, risudtssere a differenza del lipopolisaccaride, un
composto biocompatibile, biodegradabile e sicunol'penbiente. L’estratto di Aloe ha anche
determinato cambiamenti dei livelli di espressiaidlL-13, COX-2 e TNFe, sebbene non
significativi.

Inoltre, dallo studio dell’analisi statistica relat alle differenze tra i tempi di trattamento
(tabella B) in riferimento al trattamento con ille@stratto di Aloe si evincono le seguenti
considerazioni:

- possiamo notare variazioni significative dei ¢rét§ di IL-1B per tutti i tempi rispetto al
controllo, in particolare si ha un aumento a 4 ar@ diminuzione a 8 ore seguita da una
parziale ripresa a 12 e 24 ore.

- riguardo ai trascritti di TGIB-si hanno variazioni significative rispetto al aatib solo dalle

8 alle 24 ore di trattamento.

- 1 trascritti di TNFe differiscono statisticamente dal controllo solotee 8 ore con un
andamento decrescente a partire dalle 8 ore.

- in ultimo riguardo i livelli di trascritti di C&-2 si ha una diminuzione significativa solo
per le 4 e 24 ore di trattamento rispetto al cdiatra tempo O.

| risultati nel loro insieme quindi indicano chedftratto di Aloe alla dose biocompatibile &€ un
potente immunostimolante nelle cellule SAF-1 atévda LPS in quanto € in grado di indurre
un effetto sinergico stimolante per tutti i genegrin esame (a 8, 12 e 24 ore per quanto
riguarda I'lL-13 e la COX-2 ed a 24 ore per il TNE-ed il TGF$) e coinvolti in diversi
aspetti della risposta immunitaria (Hong et al, 2ZD@uali: IL-1p, TGF$ (Suda e Zlotnik,
1992; Hanada e Yoshima, 2002), COX-2 e TéNfRoca et al., 2008).

L’Aloe & quindi in grado di indurre, in cellule stolate con LPS e non, una
significativaupregolazione dei trascritti di T@Fin entrambi i gruppi di cellule SAF-1.
Mentre ha dimostrato di essere un potente indutteli&espressione di IL{1, COX-2 e TNF-

a solo nelle SAF-1 attivate da lipopolisaccarideelando un effetto sinergico stimolante del

trattamento combinato sui geni.
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3.2.3 Effetto immunomodulatorio dell’'estratto di Migus communis sulla linea cellulare
SAF-1 in seguito a simulata infezione batterica

Per quanto riguarda i dati relativi al Mirto (FitQ) la stimolazione delle SAF-1 con LPS e
I'estratto diMyrtus communig®,2 mg/ml ha indotto una stimolazione che si palpsatutti i
geni in esame, dopo 12 ore di trattamento.

In particolare, I'lL-13 ed il TGFf vengono up regolati dal trattamento LPS in cononge
con l'estratto raggiungendo il massimo livello dpeessione dopo 12 ore per poi decrescere;
queste variazioni si mantengono statisticamentaifgigtive a tutti i tempi rispetto al
controllo (tabella C). Sempre confrontando i livedi espressione dei geni trattati con
I'estratto dopo stimolazione con LPS in relaziorg @&tessi campioni trattati con solo
lipopolisaccaride, per il TNle-e la COX-2 si ha un picco di upregolazione coorggente
alle 12 ore di somministrazione di mirto, che peah continua ad aumentare come accade
per il solo LPS fino alle 24 ore. A questo tempueice corrisponde una diminuzione del
livello di espressione genica che e evidente pelNIF-o e drastica per la COX-2
evidenziando una significativa down regolazioneladgiroduzione di tali citochine. Per
quanto riguarda l'analisi statistica, relativa atléferenze tra i tempi di trattamento, le
significativita si riscontrano a tutti i tempi risgpo al controllo, ad eccezione delle 8 ore di
trattamento (tabella C).

Quando invece le cellule vengono trattate con lib sstratto di Mirto (Fig. 19, gruppo in
celeste), per la maggior parte dei geni presi ames non si ha alcun tipo di stimolazione.
Infatti I'estratto quando somministrato da solouod una riduzione significativa dei livelli di
IL-1B e TGF$, rispetto ai livelli di espressione delle celldentrollo ( a tutti i tempi, vedi
tabella C) e delle stesse in seguito a trattameatobinato (Mirto + LPS), effetto che si
protrae fino alle 24 ore (vedi Fig. 19). Addiritauper quanto riguarda il pattern di espressione
relativo alla COX-2 il mirto da solo non sortisdeum effetto. Infatti in seguito a trattamento
con solo estratto si hanno livelli di espressioone significativamente diversi dalle cellule
controllo per cui non si ha altro che I'espressitvasale del gene (dato confermato anche
dalle significativita ottenute rispetto ai tempi tlattamento espresse in tabella C). | dati
analizzati suggeriscono quindi che I'effetto immsitimolante che si palesa per questi geni
(IL-1B, TGF$ e COX-2) in seguito a trattamento combinato (Mi#tbPS) e di tipo sinergico

e non additivo in quanto l'estratto di mirto da ssaton ha indotto significativi effetti
immunostimolanti. Differenti sono invece le condtus che possiamo trarre dall’analisi
dell'espressione del TN&- Per questo gene infatti, nel momento in cui édute sono

trattate con il solo estratto di mirto, non soleffétto stimolante € mantenuto ma é
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significativamente superiore e piu rapido rispettquello ottenuto in seguito a trattame
combinato (Mirto + LPS). Infal I'estratto da solo induce un significativo innalzarto delle
quantita di trascritto di TN-o dopo 4 ore di trattamento che tende notevolmermtienanuire
alle 8 e 12 ore per raggiungere poi alle 24 orastgksi livelli di espressione indotti dal s
LPS e LPS in combinazione con MiriQueste variazioni sono statisticamente signifiee
rispetto al controllo a tutti i tempi (vedi tabe(l3.

Il mirto € quindi in grado di indurre una signiftoa upregolazione dei trascritti di Tl-o in
entrambi igruppi di cellule SA-1, stimolate con LPS e Mirto solo Mirtc, mentre ha
dimostrato di essere un potente induttore dellesgione di I-1p (a 12 e 24 ore), TC-B (ad
8,12 e 24 ore) e COX-2A (12 ore) solo nelle S/-1 attivate da lipopolisaccaride rlando un

effetto sinergico stimolante del trattamento coratorper questi gel
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Fig. 19

Saggi di analisi di espressiogeantitativi relativi ai geni IL-B, COX-2, TNFea e TGF-. In grigio (calibrator)
sono riportati i livelli di espressiorrelativi al gruppo di cellule SAR-controllo, in giallo quelli relativi &
gruppo SAF1 trattato con solo LPS, in blu scuro quelli refadl gruppo SAI-1 trattato con LPS+Mirto ed |
celeste quelli relativi al gruppo S-1 trattato con il solo estratth Mirto. Per I'analisi statistica sono stati pr

in considerazione valori a partire da p<0,05
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MIRTO LPS
Time (h}| IL-18 TGF-f  TNF-a  COX-2 IL-18 TGF-8 TNF-a COX-2
4 051017 030,097 1024217 1.310.4 5.4405% 44307% 154028 231049
8  [0.310.06°° 0.110,09%° &1322b 074009 | [1.6403%° 171022% 075:01F 0.9+02F
12 0.310.04%" 00540012 4,540,022 0.6402F | [1.140.33P° 0.740,13P¢  1.940.43¢ 15404
24 044017  01+0,03% 25+15% 124019 | [1.5+02%° 13400329 3 240 620 3 440 pq2bed
MIRTO+LPS
Time (h) iIL-18 TGF-8 TNF-a COX-2
4 2403° 4405  28405°  1.740.2°
8 1840720 3840062 11402 0,940,04P
12 82+1.12b¢ 2 43069P¢ 11.640,52P¢ 3 720,3%b¢
24 5640.9%Pcd g2y eabe g0 Eale 3 210 12bc

Tabella C

Analisi di varianza ad una via (ANOVA), seguita tgt di comparazione multipla Dunr. | risultati numerici
sono espressi come medi®#v.St di tre indipendenti misuraziomi.significativamente diverso da contro
(tempo 0) b significativamente diverso da 4 oc significativamente diverso da 8 od significativamente

diverso da 12 ore. ono stati presi in considerazione valopaxtire da p<0,C.

Come osservato per Aloe i dati ottenuti utilizzanglp estratti di Mirto quindi, non sol
contribuiscono alla comprensione dei meccanisniindaunita innata e di infammazione r
pesci, ma soprattutto palesano il fatto che glradti di Aloe arborescer e di Myrtus
communisalla dose biocompatibile hanno un effetto immumostante di tipo sinergico nel
cellule SAF4 trattate con LPS andando a modulare I'espressibn@cuni geni chiav:
coinvolti nella risposta immunitaria deesci.

Tali osservazioni fatte non solo sulla stimolaziome anche sulla modulazione delle citoct
da parte dell’estratto di Mirto da solo o in conddione con LPS sono supportate da s
recenti che confermano come sostanze bioattiveenatg nell’estratto di tale piant
esibiscano una potente attivita antiinfiammatoria. particolare, Rossi et al., (20C

asseriscono che il mirtocommulone, composto detevalal floroglucinolo, € in grado

bloccare la biosintesi di eicosanoidi attraversdnibizione della lipossigenasi
cicloossigenasin vitro e di arrestare la formazione di specie reattivéadsigeno da part
dei leucociti polimorfonucleati attivati. Nel lodavoro Rossi et al., 2009; hanno testatc
effetti antiinflammatori del nrtocommulonean vivo utilizzando comemodello topi in cui er:
stato indotto uno stato infiammatc. L’effetto inibitorio del mirtocommulone nei confror
delle prostaglandine e stato testato con successwalcKoeberle et al., (210), proponendo
il mirto come potentantiinfiammatorio.

Risulta chiaro a questo punto come le informazienii dati appena descritti sia

indubbiamente di fondamentale importanza e utibdzger la messa a punto di mist
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preventive contro infezioni batteriche che colprszo pesci allevati tra cui I'orata, una delle
specie marine piu allevate del mediterraneo e tafféd un crescente numero di malattie

batteriche che sono causa di importanti perdite@tache nell’allevamento ittico.

3.3 Valutazione della eventuale attivita antimicrica dell’estratto etanolico di Aloe
arborescen® Myrtus communis verso i ceppi batterici Listonekanguillarum ATCC 43305

e Photobacterium damselae subsp. piscicida BO7/8

E’ ormai noto che le piante superiori sono fontebdimolecole comepolisaccaridi, acidi
organici, alcaloidi, glucosidi ed oli volatili chr®@n solo sono in grado di potenziare la risposta
immunitaria, ma alcune delle quali mostrano effatttibatterici con prospettive future in
ambito chimico-farmacologico (Lewis and AusubelP&) L’effetto inibitorio della crescita

di patogeni da parte degli estratti vegetali rappnéa un metodo di controllo alternativo delle
malattie, che puo contribuire a limitare il fenoredella resistenza batterica e che € in
accordo con le rigide politiche dellunione europede nuove tendenze del consumismo
verde. Per queste ragioni abbiamo deciso di ee$ttivita del Mirto e di Aloe verso due tra

I pil comuni patogeni che minacciano la salute pisici, Photobacterium damselagibsp.
Piscicida e Listonella (Vibrio) anguillarum entrambi batteri gram-negativi responsabili
rispettivamente di due frequenti malattie la pastosi e la vibriosi.

A questo scopo abbiamo utilizzato il metodo delisk dliffusion che prevede I'utilizzo di
dischetti di carta bibula sterile imbevuti conréhttamento posizionati fino a 6 per ciascuna
piastra agarizzata su cui sono stati seminatitebat.e piastre vengono poi incubate per 24
ore alla temperatura di crescita dei batteri inmesaPer ogni prova viene utilizzato come
controllo negativo acqua sterile e come controbsifivo I'antibiotico di riferimento per il
patogeno testato. La presenza di attivita antirbicay viene rilevata attraverso la formazione
di aloni di inibizione intorno ai dischetti presenélle piastre contenenti i microrganismi.
Quindi per prima cosa € stato effettuato unsaggiliminare per stabilire per quale
antibiotico i due patogeni fossero sensibili. A sfoescopoi batteri sono stati fatti crescere
inizialmente in terreno di coltura fino a cresasponenziale e successivamente sono stati
seminati su piastre Petri. In seguito sono staituhati su dei dischetti di carta bibulay2a@li

tre antibiotici differenti ossia: tetraciclina (@§ml), ampicillina (3@g/ml) e kanamicina
(30ug/ml). Sono state scelte tali concentrazioni diiaotici seguendo le indicazioni
specificate dalla casa produlttrice.

Dalla misura dell’area degli aloni di inibizione &iosservato che solamente la tetraciclina

(20ug/ml) mostrava un’attivita inibitoria nei confrontdi Listonella anguillarum e
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I'ampicillina (30ug/ml) versoPhotobacterium damselg€&ig. 20A; 20B) ed € per questo che
si e scelto quindi di utilizzare tali antibioticome rispettivi controlli positivi nei successivi
saggi antibatterici.

Una volta stabiliti i controlli positivi per ognigbogeno la calibrazione del saggio e stata
ottenuta misurando il diametro dell'alone inibitorcreato da concentrazioni seriali di due
antibiotici quali, ampicillina peP. damselae tetraciclina peL. anguillarum nei confronti
dei ceppi batterici sopra descritti.

Per quanto riguarda I'estratto di Aloe, dall’aniadislle piastre incubate per 24 ore a 25°C con
varie concentrazioni di estratto (1,2 - 4,8 - 120 mg/ml) non é stato possibile evidenziare
alcuna presenza di aloni di inibizione in corrispenza dei dischetti per entrambi i ceppi
batterici. Quindi, possiamo concludere che [Idgtradi Aloe non ha alcuna attivita
antibatterica nei confronti dei patogeni testati.

Per quanto riguarda l'estratto di mirto i battesne stati, allo stesso modo, seminati su una
nuova piastra, e trattati condiverse concentrazeniali di estratto (5 - 10 - 20 - 40 — 83,5
mg/ml) e con concentrazioni seriali dei due antibioln particolare la tetraciclina é stata
utilizzata alle concentrazioni di 2,5 - 5 - 10 - 2@/ml mentre lampicillina alle
concentrazioni di 3,75 - 7,5 - 15 - 3@/ml. | batteri sono stati cosi incubati a 25°C pér
ore. A questo punto, l'attivita antimicrobica de#tratto di mirto € stata valutata misurando le
aree degli aloni di inibizione (Fig. 21A; 22A). lmisure di tali aree sono state confrontate
con quelle ottenute dopo il trattamento con i rigpeantibiotici (Fig. 21B; 22B). Ogni
esperimento e stato effettuato in triplicato ed t&tas calcolata per ogni trattamento la
percentuale di inibizione. In particolare, gastonella anguillarumsi &€ osservato che tra le
concentrazioni di tetraciclina testate, anche [alpassa (2,g/ml) dava una significativa
area di inibizione (90 + 10 nfinche risultava essere confrontabile con I'areanitiizione
ottenuta trattando i batteri con 20 mg/ml di estraf mirto (85,0 + 0,0 mA) (fig. 21A; 21B).
Invece, pelPhotobacterium damselaka piu bassa concentrazione di ampicillina testaf75
ug/ml) dava un'area di inibizione di 60 + 10 rhohe risultava essere paragonabile all'area di
inibizione ottenuta trattando i batteri con 10 migéinestratto (65 + 4mA) (fig. 22A; 22B) .
aumentava, per raggiungere alla concentrazion&,8i ®g/ml un valore massimo di area di
inibizione di 130 + 21 mrAperListonella anguillarume di 180 + 16 miper Photobacterium
damselae

Quindi, dall'analisi delle piastre incubate conigatoncentrazioni di estratto di Mirto € stato

possibile evidenziare la presenza di aloni di mdme per entrambi i ceppi batterici la cui
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grandezza e risultata direttamente proporzionddedaise di estratto utilizzata. Per entrambi i
patogeni I'estratto comincia ad avere un’attivitée ud essere considerata antibatterica dai 4
mg/ml in poi, in particolare peP. damselael'area dell’alone di inibizione ottenuto
utilizzando l'estratto di mirto alla concentraziomé 10 mg/ml era equivalente all’area
dell’alone di inibizione ottenuto utilizzando 3,4§/ml di ampicillina; diversamente nel caso
di Listonella anguillaruml’area dell’alone di inibizione ottenuto utilizzam la tetraciclina a
2,5ug/ml era equivalente all’area dell’alone di inilsize ottenuto con l'estratto di mirto alla
concentrazione di 20 mg/ml. Testando concentraar@ivia crescenti si € potuto evincere
che il batterio Gram-negativ®. damselaéa una sensibilita maggiore all’attivita antibetta
dell’estratto di mirto, infatti alla concentraziode83,5 mg/ml si raggiunge un area dell’alone
di inibizione di 180+ 16 mnf, contro i 130+ 21mnf (ottenuti sempre alla concentrazione di
83,5 mg/ml) riscontrati pdr. anguillarum

L’analisi statistica dei dati ha inoltre permessocdlcolare la regressione lineare, ove
possibile, o la regressione non-lineare e nei dasegressione lineare, € stata calcolata la
probabilita P (pendenza della retta significativateediversa da zero) per rigettare I'ipotesi
che I'andamento sia casuale. Péotobacterium damseld@andamento dell’effetto inibitorio
alle varie concentrazioni (Fig. 23A; 23B) di ediwa¢ di ampicillina e rappresentato da una
retta con 7=0,970 (P<0,0001) per l'estratto di Mirto &0,962 (P<0,01) per I'ampicillina;
nel caso diListonella anguillarum (Fig.23C; 23D) la curva che meglio rappresenta
I'andamento della percentuale di inibizione in digenza della concentrazione € una funzione
non lineare con %r0,9468 (P<0,01) per l'estratto di mirto é=0,9168 (P<0,01) per
I'antibiotico tetraciclina.

Sulla base quindi di tale analisi i risultati ottéinci fanno ipotizzare che le proprieta
antibatteriche riscontrate non dipendano probalitmeda un effetto casuale, ma da
componenti bioattive uniche presenti nelle fogliendrto che potrebbero avere attivita ed

efficacia differenti su patogeni diversi.
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Fig. 20

Antibiogrammi effettuati per testare la sensibitigi ceppi patogeni agli antibiotici ampicillinad(ng/ml),

kanamicina (3Qug/ml) e tetraciclina (2@g/ml), con I'aggiunta di un controllo negativo (aegdistillata), in a

Listonellaanguillarume in b)Photobacterium damselae

A) Mirto vs L. anguillarum ATCC 43305 B) Tetraciclina vs L. anguillarum ATCC 43303
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Fig. 21

Saggi antibatterici effettuati sul cef Listonella anguillaruntrattato in a) con concentrazioni scalari di m

(da 5 mg/ml a 83,5 mg/ml) e in b) con concentraizioalari dell’antibiotico tetraciclina (da 2,&/ml a 20

ug/mi)
A) Mirto vs P damselae B07/8 B) Ampicillina vs P damselae B07/8
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Fig. 22

Saggi antibatterici effettuati sul cef Photobacterium damseldmttato in a) con concentrazioni scalari di m
(da 5 mg/ml a 83,5 mg/ml) e in b) con concentraizéoalari dell’antibiotico ampicillina (da 3,4&/ml a 30

pg/ml).
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Fig. 23

Rappresentazione dell’landamento della percentuatébizione in dipendenza di a) concentrazionendtito
versoP. damselagb) concentrazione di ampicillina verBo damselagec) differenti concentrazione di mirto

versoL. anguillarum d) concentrazione di tetraciclina veitsaanguillarum

A supporto di tali considerazioni studi in ambitmano hanno utilizzato I'estratto di mirto
contro diversi ceppi clinici come ad eBlelicobacter pylori (Deriu et al., 2007)M.
tuberculosise ceppi diMycobacterium aviunsubsp.paratuberculosigZanetti et al., 2010)
ottenendo risultati significativi. Appendino et,g2006) Shaheen et al., (2006) e Flesar et al.,
(2010) asseriscono che i principali responsablliatévita antibatterica dell’estratto di Mirto
attestata verso batteri Gram-positivi e Gram-nggatno gli acilfluoroglucinoli di cui fa
parte il mirtocommulone definiti come prodotti natil molto potenti, grazie ai quali, il mirto
puo essere qualificato come risorsa di unici mditilsecondari con specifici target biologici.
A tale proposito € nostro interesse in un prossiaioro andare a testare singole frazioni

dell’estratto cosi da poter attuare indagini piprafondite sui composti responsabili di tali

attivita.
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In ultimo, per definire quale fosse la MIC dell'egto di mirto verso i due ceppi batterici,
definita come la minima concentrazione in grado imbire la crescita visibile del
microrganismo preso in esame, € stata utilizzatadeodica di Kirby-Bauer. | risultati sono
stati ottenuti dopo aver fatto crescere i due cdygierici su piastre agarizzate trattate con
concentrazioni decrescenti di estratto di mirtor{&ml, 4 mg/ml, 3 mg/ml e 2,5 mg/ml)
partendo dalla concentrazione di 5 mg/ml la quadeire grado di determinare la formazione
di un’area di inibizione di 63,0 + 0,0 nirper entrambi i patogeni. Dalla misurazione delle
aree degli aloni di inibizione é stato possibilérdes che la concentrazione minima inibente
per I'estratto di mirto risultava essere 4 mg/raletconcentrazione era in grado di generare un
alone di inibizione di aree pari a 50,0 + 0,0 fipar entrambi i batteri. Dopo aver valutato i
valori di MIC tramite metodica di Kirby-Bauer, pegni patogeno € stato eseguito un saggio
di diluizioni scalari in terreno liquido per valugala concentrazione minima battericida
(MBC). A tale scopo i tubi di coltura sono statbaulati con il ceppo batterico in presenza di
estratto di mirto in un intervallo di concentrazonompreso tra 83,5 e 2,5 mg/ml. Dopo
opportuna incubazione, dalle colture batterichéaéosoi allontanato I'estratto di mirto ed i
batteri sono stati piastrati su terreno solido gignare la sopravvivenza batterica. Su questa
base la piu bassa concentrazione di estratto dbonaghie risulta in una totale assenza di
crescita ossia la MBC é risultata pari a 20 mg/etlgistonella anguillarune a 10 mg/ml per

Photobacterium damselae.

3.3.1 Valutazione al microscopio elettronico a ssgone (SEM) e a trasmissione (TEM)
delle eventuali modificazioni ultrastrutturali indtte da Myrtus communis su Listonella

anguillarum ATCC 43305 e Photobacterium damseladsp. piscicida BO7/8

Una volta accertata lattivita antibatterica dedti@tto di mirto sui patogeniistonella
anguillarum e Photobacterium damselaabbiamo condotto delle indagini al SEM e al TEM
volte a valutare se tale attivita fosse battericidmtteriostatica.

Avendo definito, tramite saggi di diluizioni scalan terreno liquido e solido, la
concentrazione minima inibente (MIC: la concenwagi piu bassa di estratto di mirto alla
quale non vi ecrescita batterica visibile) e la a@rirazione minima battericida (MBC: la
concentrazione piu bassa di estratto di mirto rezge&sper provocare la morte di piu del 99%
dei batteri) per entrambi i ceppi batterici, abboadeciso di effettuare le analisi morfologiche

ed ultrastrutturali di microscopia elettronica.
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Abbiamo quindi ottenuto dei dati tramite SEM e TEMeguito di trattamento dei patogeni
con le rispettive MIC (pari a 4 mg/ml per entrarnbeppi batterici) ed MBC (pari a 20 mg/ml
perL. anguillarume 10 mg/ml peP. damselag(Fig. 24; 25 e 26).

Per quanto riguarda le immagini relative alla méoapia elettronica a scansione (Fig. 24) per
entrambi i batteri in esame non si sono state misate differenze significative, rispetto alla
morfologia del controllo, a seguito di trattameptr 24 ore con la rispettiva MIC ed MBC.
Infatti i batteri risultavano turgidi e ben rigorsenza depressioni e cambiamenti nei margini,
mantenendo quindi la loro forma convenzionale noostnando alcun segno, almeno
all'esterno del batterio, di sofferenza o danno.

Al contrario, dall’osservazione delle immagini oftke alla trasmissione (Fig. 25 e 26)
appariva evidente che entrambi i patogeni a segliitattamento con la MIC e con la MBC
subivano danni a livello ultrastrutturale. Infattpme prevedibile, la MIC, induce danni di
minore entita che sono riscontrabili, per entramtéatogeni (Fig. 25 e 26 D, E ed F), in un
iniziale e lieve disassemblamento del materialeetien e citoplasmatico che interessa anche
la parete del batterio senza pero comprometteregjrita di questa struttura.

Probabilmente il fatto di non creare rotture akkagte della cellula e direttamente correlabile
con la successiva ripresa delle attivita fisiolbgicuna volta allontanato I'estratto, per cui
possiamo concludere che le lievi modificazioni ckeno state osservate potrebbero
determinare un blocco della crescita e replicazawidatterio senza pero portarlo a morte.

Al contrario, per quanto riguarda I'analisi dellmmagini relative al trattamento con la
concentrazione minima di estratto capace di uceid€&d9% dei batteri (MBC) per entrambi i
patogeni & stato possibile rilevare danni cosi stewdi da essere incompatibili con la
sopravvivenza del batterio. In particolare sonorsifertissimi danni a livello del citoplasma
che risultava disomogeneo rispetto al controllg(FA5 e 26 G, H e I) con formazione di
masse compatte ed elettrondense, segno di disgvagadel materiale citoplasmatico e di
evidenti danni intracellulari.

Oltre ai danni a carico del citoplasma che risdtaperdere completamente la sua
organizzazione interna, a seguito di trattamento RBC € stato possibile rilevare danni
altrettanto gravi alla parete che pero differivain@ i due batteri. Infatti nel caso .
damselag Fig. 26 G, H e |) il batterio rispondeva allanima dose battericida con un forte
disassemblaggio e la conseguente rottura della marabcon fuoriuscita di materiale
intracellulare che quindi si ritrova nello spazia ta membrana e la parete che risultavano
profondamente distaccate. Nel casd danguillarum(Fig. 25 G, H ed I) i danni riscontrabili

erano ancora piu evidenti e devastanti, infatcddula dapprima si gonfia, ne consegue un
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netto scollamento della parete dalla sottostantmlon@na con una successiva osione e

rilascio di materiale citoplasmatico all’'esterr

Fig. 24
Indagini morfologiche condotte al microscopio etatico a scansione Photobacterium damselin A, Be C
e suListonella anguillarumin D, E ed F. In dettaglio sono riportate i) e D) cellule controllo, in B) ed E
cellule trattate con la MIC (estratto di mirto 4 /md) e in C) ed F) cellule trattate ¢ la MBC (estratto di mirto

10 mg/ml pelP. damsela® 20 mg/ml peLk. anguillarun).

In conclusione léa luce di quanto dettpossiamo quindi affermare ci dati riguardo la MIC
e MBC ottenuti mediante i saggi di diluizioni scalari terreno liquido e solic sono stati
confermati dalle indagini di microscopia elettranievidenziando a seguito di trattame
con la dose minima inibente di estratto (4 mg/naihrd lievi compatibili con il solo blocc
della replicazione batterica e non la morte, e@guo d trattamento con la dose minir
battericida di estratto (20 mg/ml L. anguillarume 10 mg/ml peP. damsela) danni cosi
pesanti da essere incompatibili con la viln aggiunta a questi dati, per completare le an
morfologiche ed ultrastruttur: condotte almicroscopio elettroniccho deciso di valutare
eventuali cambiamenti morfologi-ultrastrutturali dei ceppi batterici in esame austegdel
trattamenti con la pianta medicinale alla concamrze di 83,5 mg/ml (la massin
concentrazione tegtg, e le immagini sono state confrontate con quéilbatteri trattati co
I'antibiotico di riferimento alle concentrazioni @pg/ml di tetraciclina peL. anguillarume

15 pg/ml di ampicillina pelP. damselae
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Fig. 25
Indagini ultrastrutturali suiistonelle anguillarumcondotte al microscopio elettronico a trasmissiong) b) c)
su cellule controllo, in d) e) f) su cellule tragtaon estratto di mirto alla dose MIC (4 mg/miha) h) i) su
cellule trattate con estratto di mirto alla dose® (20mg/ml)
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Fig. 26
Indagini ultrastrutturali se’hotobacteriur damselaeondotte al microscopio elettronico a trasmissiong) b)
¢) su cellule controllo, in d) e) f) su cellulettede con estratto di mirto alla dose MIC (4 mg/mih g) h) i) st
cellule trattate con estratto di mirto alla dose G1@0mg/ml)
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Tali concentrazioni dei due antibiotici sono stateelte per il confronto, in quanto
utilizzando l'estratto di mirto sui due differergatogeni. L'osservazione delle immagini al
microscopio elettronico ha permesso di evidenziaremodo significativo lo stato di
sofferenza cellulare dei batteri a seguito detaraénti. In particolare emerge che entrambi i
trattamenti (antibiotici e mirto) sono altamentssici per i patogeni presi in esame in quanto
capaci di provocare gravi danni a livello morfologriultrastrutturale (Fig. 27; 28; 29 e 30).

E’ significativo inoltre evidenziare che, a diffema di cio che € stato osservato in seguito a
trattamento con MIC ed MBC, sono visibili chiare difcazioni sin dalle immagini al SEM,
ovvero i cambiamenti che il Mirto provoca alla centrazione massima di 83.5 mg/ml si
evidenziano anche dalla morfologia esterna deigeatioesaminati. In particolarei batteri del
ceppoListonella anguillarumin presenza di mirto (83,5 mg/ml) per 24 ore ditamento
mostravano differenze significative rispetto al wolo (Fig. 27A; 27B) e ai batteri trattati
con la tetraciclina (ug/ml) (Fig. 27C). Infatti, in presenza di mirtobatteri si presentavano
ammassati e inoltre le cellule presentavano detidificazioni nella forma che in alcuni casi
risultava con morfologia piu allungata e piu cuavaton margini arrotondati, rispetto al
proprio controllo (Fig. 27A) e al campione trattaton I'antibiotico (Fig. 27C). Gli effetti
dovuti al trattamento con [l'estratto di mirto eraramcora piu evidenti nel ceppo
Photobacterium damsela@he presentava grosse differenze morfologichettislle cellule
controllo e alle cellule trattate con I'ampicillinel5 pg/ml), con presenza di margini
fortemente irregolari dovuti al trattamento corstiatto (Fig. 28A; 28B; 28C).

Anche le indagini al TEM hanno permesso di evidareio stato di sofferenza cellulare dei
batteri a seguito del trattamento con [l'estrattofatti, sia Listonella anguillarum (fig.
29D,E,F) ché’hotobacterium damseldég. 30D,E,F) trattati con I'estratto di mirto3&®

mg/ml) mostravano danni evidenti a livello del pisma che si presentava disomogeneo
rispetto al controllo con formazione di masse catepaed elettrondense, segno di
disgregazione del materiale citoplasmatico e dievii danni intracellulari.

Anche i trattamenti effettuati utilizzando i due tibiotici inducevano evidenti danni
citoplasmatici. In particolare il citoplasma distonella anguillarumdopo trattamento con

tetraciclina risultava disomogeneo (Fig. 29 G,H,I).
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Fig. 27
Indagini morfologiche sul batteridstonella anguillaruncondotte al microscopio elettronico a scansiores) isu
cellule controllo, in b) su cellule trattate cortrago di mirto (83,5 mg/ml) e in c) su cellulettede con tetraciclina (7

pg/ml).
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Fig. 28
Indagini morfologiche s&hotobacterium damselamndotte al microscopio elettronico a scansiore) isu
cellule controllo, in b) su cellule trattate cortrato di mirto (83,5 mg/ml) e in ¢) su cellulettede con
ampicillina (15ug/ml).
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Ancora piu evidenti erano i danni citoplasmaticdoftti su Photobacterium damselaa
seguito del trattamento con ampicillina (Fig. 30()HTale antibiotico infatti determinava
una quasi completa distruzione del contenuto asphatico della cellula batterica che si
presentava completamente disorganizzato. Similmeyde entrambi i patogeni erano
riscontrabili evidenti danni sulla loro parete aoklre. In particolar modo irListonella
anguillarum il trattamento con [l'estratto di mirto (83,5 mgjminduceva rottura e
disassemblaggio di quest'ultima (Fig. 29 D,E,F)li Tdanni a livello della parete erano
riscontrabili anche nei batteri trattati con laraetclina (7ug/ml) (Fig. 29 G,H,l) in cui la
parete risultava completamente distaccata daltastante membrana cellulare. Inoltre é stato
possibile riscontrare, a seguito di trattamento leodose massima di Mirto, alcune cellule
esplose come riportato in seguito a trattamentd..danguillarum con la dose minima
battericida. Per quanto riguard®otobacterium damselad trattamento con l'estratto di
mirto (83,5 mg/ml) provocava rispetto al contralfeg. 30A,B,C) danni a livello della parete
cellulare che appariva disorganizzata (Fig. 30D,E,F

Alla luce di quanto detto possiamo quindi affermeine I'attivita antibatterica dell’estratto di
Mirto alla concentrazione di 83,5 mg/ml e di tipattericida, in quanto e in grado di recare ai
patogeni da noi presi in esame danni a livelloutale cosi pesanti da essere incompatibili
con la vita.

Dal confronto delle immagini ottenute alla scansiam alla trasmissione per i campioni
incubati con solo estratto e solo antibiotico, egeerthe entrambi i trattamenti sono altamente
tossici per i patogeni presi in esame in quantoaciagi provocare gravi danni a livello
morfologico-ultrastrutturale. Per cui I'estrattordirto e gli antibiotici hanno sui batteri testati
un effetto equivalente ovvero, battericida. Sebbetani arrecati al citoplasma ed alla parete
delle cellule sono di tipo differente perché doaprobabili differenti meccanismi di azione
che per il Mirto risultano essere al momento conapleente sconosciuti.

In riferimento alla tossicita dell’estratto di Mirnei confronti dei batteri € importante inoltre
sottolineare che tale effetto battericida non éussamente dipendente dalla concentrazione
di utilizzo, infatti I'estratto preparato in duefféirenti periodi del ciclo vegetativo della pianta
e utilizzato alla stessa concentrazione massim&3¢bh mg/ml ha attivita differente. In
particolare I'estratto ottenuto durante il periadocui la pianta presenta i frutti (autunno e
primi mesi invernali) ha un’attivita battericideascurabile nei confronti dei patogeni testati.
E’ noto infatti che, I'estratto di Mirto ha una sstagionalita, ovvero la pianta presenta o
meno molecole bioattive in momenti diversi del @igkgetativo (Wannes et al., 2010; Zanetti
et al., 2010).
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Queste speculazioni oltre ad essere molto inteméssaincoraggiano, ci stimolano in futuro

ad approfondire e a contribuire con ulteriori indaglle scarse conoscenze nei temi di
ricerca qui discussi, specialmente nei pesci. Iniqudar modo € nostro interesse condurre
studi finalizzati a determinare i principi attivormtenuti in tali estratti vegetali, conoscenze

utili per poter utilizzare queste piante medicinadime supplemento nella dieta dei pesci
allevati.
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C

Fig. 29
Indagini ultrastrutturali sul batteriastonella anguillarumcondotte al microscopio elettronico a trasmissione
a) b) c) su cellule controllo, in d) e) f) su cédltrattate con estratto di mirto (83,5 mg/ml) g)rh) i) su cellule
trattate con tetraciclina (fg/ml).

104



Capitolo Il - Risultati e Discussione

Fig. 30
Indagini ultrastrutturali s€hotobacterium damselam®ndotte al microscopio elettronico a trasmissiors) b)
c) su cellule controllo, in d) e) f) su cellulettede con estratto di mirto (83,5 mg/ml) e in g))gu cellule
trattate con ampicillina (1pg/ml).

105



Capitolo Il - Risultati e Discussione

3.4 Risultati ottenuti utilizzando il prodotto camerciale Macrogard

Come gia detto in merito all’utilizzo degli estiattanche per il Macrogard come primo
approccio per un suo sicuro utilizzo ne abbiamdatesla biocompatibilita sulla linea
cellulare primaria di leucociti utilizzata per giudiin vitro. Ci siamo quindi chiesti quale
sarebbe stato il suo effetto sulla vitalita cellelan seguito a trattamento e quale fosse la
migliore concentrazione da utilizzare. A tal finene stati condotti saggi di citotossicita
vitro che hanno permesso la determinazione della dtedilulare a seguito dei trattamenti.
Quindi, per testare le diverse concentrazioni dicigard sulla linea cellulare primaria di

derivazione branchiale, di merluzzo e di salmotenéto, e stato utilizzato il saggio MTT.

3.4.1 Saggi MTT condotti sulla linea celllulare jpnaria di leucociti

Una volta stabilita e testata con successo l'aitelitd della linea cellulare isolata dalle
branchie, abbiamo deciso di condurre una seriesuramenti volti a testare su tale linea gli
effetti di un prodotto commerciale costituito datebeglucani derivanti dalla parete &i.
cerevisiagMacrogard), sul proteoma di merluzzo e salmonegaito di trattamenti.

Come primo approccio nei confronti del Macrogardsi@mo chiesti quale sarebbero stati i
suoi effetti sulla vitalita cellulare dei leucodsblati dalle branchie delle due specie in seguito
a trattamento e quale fosse la migliore concerdrgzida utilizzare. A tal fine sono stati
condotti saggi di citotossicitan vitro MTT che hanno permesso la determinazione della
percentuale di sopravvivenza delle cellule trattate differenti concentrazioni di Macrogard.
Dall’analisi statistica dei dati che é seguita senterse per entrambe le specie, differenze di
significativita tra i gruppi studiati (controlloostituito da cellule non trattate; cellule trattate
con Macrogard a varie concentrazioni: 489ml - 240ug/ml - 120ug/ml - 60 ug/ml - 30
ug/ml - 15ug/ml e controllo positivo: costituito da cellulatrate con sodio azide 0,2% con
effetto sicuramente citotossico). Nostro interemseindividuare la maggiore concentrazione
di Macrogard che in termini di vitalita cellularediscostasse meno dal controllo costituito da
cellule non trattate e che quindi presumibilmerdssé in grado di svolgere una qualsiasi
attivita senza creare danno alle cellule, non atdanvariare le caratteristiche del medium di
coltura.

Nel caso del merluzzo dopo 24 ore di trattamenteoeltule incubate con il Macrogard alla
concentrazione di 60g/ml, 30ug/ml e 15ug/ml si comportano in termini di vitalita celluér
come le cellule controllo (Fig. 31A). Cosa che icwenon accade per i gruppi corrispondenti
alla concentrazione di 48@/ml, 240ug/ml e 120ug/ml di Macrogard (Fig. 31A).
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Infatti a tali concentrazioni le cellule trattaisultano essere significativamente differenti
controllo in termini positivi, in quanto mostranaau vitalitd cellulare in percentue
significativamente maggiore rispetto a tale gruppaidenziando quindi un effetto benefi

della miscela di beta gluca

A) Gadus morhua B) Salmo salar
ca
125+
1251 ca
ca ca 1
C M c b ch
T T cC C C cb ch cb
T L L ch T L bl
100- _—l_ 1004 e =
= =
c £
Q
S 75 5
E 3
% a g ca
= 501 S 501
S E
£ >
25- 254
c T T T T T T T 0 l° L L L L L L >
$f::EcECE: $E: g ::o: o2
£ 2 3 3 3 3 3 &% £ 2 2 3 & 3 ¥ B
$ 8 3 8 8 8 ¢ § 3 3 8 8 8 ¢
trattamenti trattamenti
Fig. 31(A-B)

Saggio di citotossicita MTT eseguito dopo 24 or&aitamento. Legenda significativamente differente d
controllo; b significativamente differente da 48@/ml; c significativamente differenteda sodioazide.Sont

presi in considerazione valori di p a partire da.p%

Nessuna delle concentrazioni testate ha mostrétieditotossici nei confronti dellcellule
trattate e cio e confermato dal fatto che tuttedlecentrazioni testate sono significativame
diverse dal gruppo composto dalle cellule tratizde sodio azide allo 0,2% che inve
induce una mortalita del 50 %. Quest’ultimo ristdta stat riscontrato anche per il salmo
confermando la scarsa tossicita del Macrogard abnmen confronti delle due specie test:
Infatti sono pochissime le notizie riguardo saggiitbtossicita effettuati su cellule di pesce
seguito a trattamento con Icrogard e le poche che sono presenti in letteraigteardanc
crostacei (Hauton et al., 2004) e specie lontangudéle di nostro interesse fornendo qui

indicazioni poco calzanti.

107



Capitolo Il - Risultati e Discussione

L’'unico aspetto che differenzia i risultati ottenyser il salmone (Fig. 31B) rispetto al
merluzzo riguardano il trattamento dei leucociilasi dalle branchie con la concentrazione di
Macrogard pari a 480g/ml. Infatti tale concentrazione nel salmone @ita a differenziarsi
significativamente dal controllo sempre in termidi aumento della vitalita cellulare,
accentuando ancora di piu lo stato di benessemuiirsi trovano le cellule a seguito di
trattamento con tale concentrazione per 24 ore.

A questo punto, risulta chiaro che le migliori centrazioni di utilizzo del Macrogard per
entrambi i pesci Merluzzo e Salmone (Fig. 31) squelle corrispondenti a 48dQy/ml e 240
pug/ml in quanto tali concentrazioni risultano esskerenaggiori somministrabili alla nostra
linea cellulare primaria senza avere effetto c#sico. Considerate le scarse indicazioni
riportate in letteratura in merito a saggi di qoetipo abbiamo deciso di prenderle entrambe
in considerazione per condurre le indagini di tgoteomico volte a valutare I'eventuale

effetto del Macrogard sul proteoma delle due spéicieteresse.

3.4.2 Risultati ottenuti dalla sperimentazione iitre condotta sulla linea cellulare primaria

di leucociti di derivazione branchiale

Una volta individuate le concentrazioni di utilizdel Macrogard attraverso le informazioni
ottenute mediante i saggi MTT (vedi paragrafo pdec¢e), durante il periodo trascorso in
Norvegia mi sono quindi dedicata in seguito, attéraento delle linee cellulari primarie
derivanti dalle branchie di merluzzo e salmone t®rdue concentrazioni di Macrogard,
all'estrazione delle proteine totali di tali campi@d al processamento di questo materiale per
le analisi di elettroforesi bidimensionale. Similme ai saggi MTT, i trattamenti alla base
degli esperimenti di proteomica sono stati condstticampioni di leucociti isolati dalle
branchie di otto esemplari di salmone ed otto esaingi merluzzo. Le cellule derivanti da
ogni pesce sono state poi suddivise in 3 fiasctiat&ate per 24 ore rispettivamente con solo
terreno di coltura (cellule controllo non tratjate con le due differenti concentrazioni di
Macrogard prescelte (48@/ml e 240ug/ml). A seguito dei trattamenti, le cellule sornate
raccolte mediante centrifugazione ed i vari paliatellule sono stati poi processati secondo il
protocollo descritto nel paragrafo dedicato, c@sbttenere estratti proteici che sono stati poi
quantificati mediante fluorimetro ed ottimizzatirge analisi di elettroforesi bidimensionale.
La quantita specifica di proteine totali per ogaimpione (circa 10Qug) & stata quindi
prelevata e risospesa nell’apposito buffer. A quesinto le IPG strips sono state reidratate ed
incubate con i campioni e poi soggette ad isgeleitusing. Una volta focalizzate, le IPG

strips sono state equilibrate e quindi caricategsl di poliacrilamide al 15% a questo
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passaggio € seguita la corsa per la seconda diomerSDS-PAGE.GIli spots proteici sono
stati poi rivelati mediante colorazione Brilliant Blue Coors& al termire della quale,
'immagine di ciascun gel & stata acquitramite Versadoc imagingystem (Bi-rad) (Fig.

32) ed analizzata con il software -Quest (BIO-RAD).

A questo punto é seguita la fase relativa all'analiei dati acquisi, in particolare si e
proceduto alkscissione degli spot dai quali a seguito di tnizgiazionesono stati estratti i

peptidi ed analizzati tramite I-MSMS (ESI Quad TOF).

Fig. 32 (A-B)
Scansioni di Gel bidimensionali effettuati su satm
A: gel relativoalle proteine totali estratte da leucociti isotidile branchie di salmone non trattati (control

B: gel relativo alle proteine totali estratte dallesse cellule trattate per 24 ore con g40nl di Macrogarc

Gli spettri di massa che 1sono risultati sono stapioi normalizzati mediante uno standarc

tripsina interno al sistema ed utilizzati per lidiéicazione delle proteine mediar

programmi di bioinformatica come |l motore  di ricerca MASC(

(http://'www.matrixscience.co).

Ad oggi, daipreliminari dat ottenuti, relativi ad una parte dei gel analiz, abbiamo potuto
evidenziare un effetto sul proteoma sia nel casandrluzzo che di salmone dovuto

trattamento con il Macrogardll fatto di aver ottenuto in questo tempo solo @aei dati

dipende strettamente dal grande numero di campitiiazati per I'estrazione di proteine

quindi dal grande numero di gel allestiti e di sptéenut, unamole di dati difficile da gestir

in un tempo relativamente bre.

Solo dopo avewltimato I'analisi delle informazioni derivanti dautti i gel sara quindi
possibile concluderehe tipo di effetti ha indotto a livello proteomitg@rodotto commercial

109



Capitolo Il - Risultati e Discussione

Macrogard e se possa rappresentare un valido pautd trattamento di merluzzo e salmone
negli impianti di acquacoltura biologica.

Infatti il Macrogard in quanto costituito da polkisaridi di origine naturale potrebbe
contribuire alla difesa dalle malattie e al mighorento della salute degli animali,
rappresentando cosi un punto importante per inor&re la produttivita degli impianti ittici
e per lo sviluppo di un'acquacoltura sostenibileoepatibile con I'ambiente. Evidenze in
parte gia dimostrate ma completamente nuove pentgueguarda i meccanismi che
intervengono nelle cellule che costituiscono ungylidergani chiave per la difesa
dell'animale, sede della prima attivita di diferesinei confronti di possibili patogeni, ovvero

le branchie.
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Capitolo 1V - Conclusioni

La situazione sanitaria degli organismi acquatiestohati al consumo alimentare umano
costituisce una preoccupazione per molte agenzerniazionali (FAO, OIE, CODEX,
Commissione UE) e per molte amministrazioni goveveadove I'attivita d’acquacoltura e
un segmento produttivo molto importante. Le perditenomiche determinate dalle patologie
ittiche sono ragguardevoli sia in termini di voluchie di valore economico.

Per arginare la diffusione dei patogeni le agem#iernazionali hanno stilato una lista delle
malattie di maggiore impatto a livello internazitmacosi come la Comunita Europea ha
emanato la direttiva 2006/88/CE relativa alle caimi sanitarie applicabili alle specie
animali d’acquacoltura, per prevenire alcune malatQuesta direttiva & stata recepita
dall’'ltalia con il DL.vo n. 148 del 4 agosto 2008.

In questa norma viene considerato lo stato sanit@eila zona e il rischio di contrarre e
diffondere le malattie da parte delle aziendehticlnoltre, & stata compilata una lista delle
patologie considerate a maggior rischio di diffagice di impatto socio-sanitario in ambito
comunitario. Queste norme cercano solo di orgargzaleune misure di prevenzione. Rimane
comunque alto il rischio di contrarre infezioni perspecie acquatiche allevate e si ripropone
la questione degli interventi profilattici e teragiei tradizionali. Questi perd mostrano molti
limiti, come analizzato precedentemente (dispoitéhikfficacia, impatto,residui, resistenza),
infatti non risultano esserci rimedi validi per usexie di importanti patologie ittiche presenti
nella maricoltura europea (ma anche di altri paesome la Necrosi Virale del Sistema
Nervoso (VNN), la Tubercolosi Mycobacterium marinujn [I'Infezione Enterica
(Enteromyxum legi la Linfocisti (Iridovirus), la Winter diseaseg Infezioni parassitarie da
protozoi, elminti, ectoparassiti.

Al momento non risulta alcun anestetico, né andigsitario che rientri nei dettami imposti
dalle nuove politiche della bioacquacoltura.Tateasione, consente quindi di ipotizzare una
diversa strategia nella ricerca scientifica pardividuazione di nuovi principi presenti negli
organismi vegetali o provenienti dall'attivita delflora batterica e fungina. Sostanze che
stanno offrendo interessanti risultati.

Tra questi si inserisce anche il mio lavoro di di@to infatti, le informazioni e i dati descritti
nel capitolo Il sono indubbiamente di fondameniaiportanza e utilizzabili per la messa a
punto di misure preventive contro infezioni viralbatteriche che colpiscono i pesci allevati.
Alla luce dei dati ottenuti possiamo quindi con@tgl che questo lavoro propone una nuova
prospettiva per I'utilizzo di sostanze naturali @terapia adiuvante nei pesci per prevenire
malattie. L'utilizzo di tali composti infatti, pde loro caratteristiche di biocompatibilita e di

biodegradabilita, che rispondono alla crescenteigsta di sicurezza per I'ambiente e per il
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consumatore, potrebbero rappresentare un’interesatiarnativa agli antibiotici nel controllo

delle malattie, permettendo cosi di lasciarsi sfialle tutte le controversie circa i residui di
antibiotici nei cibi e la resistenza da essi pratac

Ovviamente, anche gli elementi attivi proveniendllel sostanze naturali per impiego in
acquacoltura devono rientrare nei basilari prinaiella farmacopea classica: efficacia,
sicurezza e qualita. Inoltre, la ricerca di quesifm di sostanze dovrebbe tenere in
considerazione la reperibilita dei prodotti basr{fe, alghe) e i costi finali non dovrebbero
risultare eccessivi per le aziende ittiche, soptittin confronto con quelli tradizionali. Infine,

'impiego di sostanze naturali alternative a quetiedizionali per contrastare le eventuali
patologie assume crescente importanza in relazatioesviluppo di allevamenti ittici che

producono applicando i principi dell’agricolturaolmgica.
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