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Biologia. — Studio sulla sensibilità a l rame dei neuroni dopami- 
nergicv. azione sul sistema nervoso di Dugesia gonocephala s.l. Nota 
di G uido Palladini V ito Margotta (* (**) (***)#) e A ntonio Carolei <"*>, 
presentata <****) dal Socio A. S tefanelli.

Summary.—The treatment of specimens of flatworms (.Dugesia gonocephala s.l.) (Platyhel- 
minthes, Turbellaria, Tricladida) with very diluted copper solutions shows initially an
increase of dopamine-like activity and thereafter a complete paralysis of the same.

The morphological substrate of such an activity consists in evident damages with 
copper-soaking of neurons.

These data are in accordance with the high sensibility towards copper ions obtained in 
the nigro-striatal dopaminergic system of higher Vertebrates.

The Authors discuss the physiological significance of their observation, as far as the 
investigation of the functional role of copper upon the nervous system is concerned.

Introduzione

In  una serie di lavori precedenti (Palladini et al., 1973, 1974 a> 1974 b, 
!974 c> 1975) ci si c occupati delle relazioni che intercorrono tra  la funzionalità 
dei gangli della base, e del sistema extrapiram idale in generale (nel senso di 
Wilson, 1914), ed il ruolo che hanno gli Cu++ sul m etabolismo nervoso. Tali 
indagini sperim entali, condotte sia m ediante som ministrazione di sostanze 
che, interferendo con la proteina di trasporto del metallo (ceruloplasm ina), 
determ inano un cospicuo innalzam ento del tasso di ram e libero nell’organismo, 
sia m ediante inoculazione d iretta intratecale di sali di rame, hanno permesso 
di osservare la peculiare sensibilità al metallo in questione di questo settore 
del sistem a nervoso centrale, costituito, come è ben noto, prevalentem ente 
da neuroni dopaminergic! (Bertler e Rosengren, 1959; Yoshida, 1974).

In  altra precedente N ota (M argotta et al., 1975), il nostro gruppo di ricerca 
ha messo in luce le possibilità offerte dallo studio del sistema nervosodi una 
P lanaria, la Dugesia gonocephala s.l. (Plathem inthes, Turbellaria, Tricladida), 
rivelatosi, agli studi istochimici e neurofarmacologici, come un sistema in 
equilibrio dopam inergico-colinergico molto simile, quindi, per stru ttu ra, 
m ediatori chimici coinvolti e reattiv ità, all’extrapiram idale dei M am m iferi 
(Carolei et al., 1976; Palladini et al., 1976).

A bbiam o perciò ritenuto interessante saggiare la risposta di questo modello 
all’azione cuprica, nella speranza di poterne trarre  nuove informazioni.

(*) Istituto' di Biologia e Zoologia generale dell’Università di Roma.
(**) Istituto di Anatomia comparata « G. B. Grassi » dell’Università di Roma.

(***) I Clinica delle Malattie Nervose e Mentali dell’Università di Roma.
(****) Nella seduta del io aprile 1976.
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M a t e r ia l e  e  m e t o d i

Planarie (Platheminthes, Turbellaria, Tricladida) della specie Dugesia gonocephala s.L, 
forma agama scissipara, provenienti dal nostro allevamento di esemplari raccolti inizial­
mente in località Rovine Canale Monterano (Roma), lungo il corso del fiume Mignone, sono 
state trattate con concentrazioni crescenti di CuS04*5 H20  disciolto in acqua distillata. Per 
l’esperienza è stata scelta la concentrazione massima che permettesse una sopravvivenza 
degli individui per circa 7 ore; tale concentrazione è risultata pari a 1 mg/iooml (0,25 mg/ 
100 ml di Cu++). Planarie di controllo sono state tenute in acqua distillata per lo stesso periodo 
di tempo. Le planarie di controllo e quelle trattate sono state poste in camera termostatica 
a temperatura (18 °C) costante ed al buio.

Tutti gli esemplari, di controllo e trattati, sono stati costantemente osservati, per l’in­
tera durata dell’esperienza, con un microscopio binoculare Wild e le attività motorie più 
rimarchevoli degli individui trattati sono state riprodotte in disegni, confrontandole con il 
comportamento degli individui di controllo.

Al termine dell’esperienza, gli esemplari, sia di controllo che trattati, sono stati fissati 
parte in Bouin per la colorazione di Nissl (Windle et al., 1943) e parte in alcool 70° saturo di 
H2S per la rivelazione del rame secondo Timm (Ganther e Jolies, 1969).

Tutti gli esemplari fissati, dopo disidratazione ed inclusione in paraffina, sono stati 
sezionati al microtomo rotativo a io p di spessore, secondo il piano trasversale, per l’allesti­
mento di preparati seriati.

D e s c r iz io n e  d e i  r is u l t a t i

Osservazioni comportamentali.

Gli esemplari, posti nella soluzione cuprica, inizialm ente si m uovono 
come d i  norm a, m a dopo poco tem po dall’inizio del trattam ento  cominciano 
ad allungarsi straordinariam ente per poi assumere il tipico atteggiam ento a 
spirale. U n  analogo m ovim ento spiraliform e si è m anifestato nelle sperim enta­
zioni da noi compiute, fino ad oggi, come la diretta conseguenza della som m i­
nistrazione di sostanze dotate di proprietà dopam inergiche (M argotta et al., 
1975 ; Èarolei et al.y 1976; Palladini et al., 1976).

Più tard i gli anim ali divengono ipomobili, per poi immobilizzarsi, app iat­
titi e contratti a disco (fig. 1 nel testo); a tal punto, tu tti gli esemplari soiqo 
però ancora capaci di muoversi, se stimolati energicamente.

Successivamente, la paralisi diviene completa e, dopo 7-9 ore dall’inizio 
del trattam ento , gli esemplari muoiono.

Osservazioni istologiche.

Le planarie tra tta te  m ostrano, con la colorazione di Nissl, evidenti alte­
razioni delle cellule nervose del « cervello », sia a livello nucleare, con figure 
picnotiche, che citoplasmatico, con swelling e vacuolizzazione (Tav. I, fig. 2), 
non osservabili nei controlli (Tav. I, fig. 1).

A ll’esame istochimico per la rilevazione del ram e (Tav. I, figg. 3, 4, e 5), 
si osserva che num erose cellule nervose degli esemplari tra tta ti sono im pre­
gnate dal. metallo, sia a livello del pericarion che dei prolungam enti.
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Imm
Fig. i. -  Dugesia gonocephala s.l. all’inizio del trattamento con rame (ore 10.30). Si osservi 
1 arrotolamento a spirale su due piani, caratteristico della stimolazione dopaminergica (ore 
12.00) e lo stato successivo di immobilità in contrazione (ore 14.00). Disegno dal vero di 

di un esemplare osservato al microscopio binoculare. X io.

Le cellule del parenchim a appaiono, invece, prive del metallo che si visua­
lizza solo a livello deir epidermide. Si osserva, altresì, un aum ento dei granuli 
riducenti l’argento, eventualm ente interpretabili come figure pre—melanoso- 
miche, sulla base di altre nostre osservazioni in corso. Nessun quadro simile 
è riscontrabile negli esemplari di controllo.
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D isc u ssió n e

I dati forniti dal presente esperimento confermano quanto ci era già noto 
circa la particolare sensibilità al ram e delle cellule nervose dopam inergiche. 
Ciò è in perfetto accordo con quanto è riportato dalla letteratura, sia in condi­
zioni sperim entali che di patologia spontanea: infatti, l’introduzione di minime 
quantità  di ram e a livello striatale scatena un com portam ento motorio pecu­
liare nei M am m iferi che non è p rovocato 'da  altri metalli pesanti (Butcher e 
Fox, 1968), m entre l’introduzione intracranica dello stesso in anim ali quali 
gli Uccelli, a telencefalo in gran  parte di natu ra  striatale, provoca convulsioni 
e m orte a dosi anche lievissime (Peters e Walshe, 1966). D ’altro canto è noto 
che nell’im pregnazione cuprica di altri organi e del sistema nervoso, che av­
viene nella m alattia  di W ilson per deficit genetico della proteina di trasporto  
(ceruloplasm ina) le lesioni sono quasi specifiche degli striati, pur essendo, in 
ta li casi, il tasso dell’elemento pressoché uniform e in tu tti i distretti (Lowen- 
thal, 1958).

I dati ottenuti sperim entalm ente da uno di noi sui M am m iferi sono risultati 
del pari concordanti, in quanto si è evidenziata una lesione quasi selettiva­
m ente extrapiram idale, sia nell’avvelenam ento da azide con consecutivo alto 
tasso di Cu libero per blocco della capacità veicolante della ceruloplasm ina 
(Curzon e Cumings, 1966), sia m ediante iniezione intratecale di soluzioni 
ram eiche (Pailadini et al., 1973, 1974 a, 1974 b, 1974 c, 1975).

L ’osservazione del com portam ento della planaria Dugesia gonocephala 
s.L ci m ostra, con m olta maggior chiarezza di quanto non fosse possibile nei 
M am m iferi, conferm ando così la validità sperim entale del nostro modello 
(Carolei et al.,. 1976), che il ram e si fissa elettivam ente su questi neuroni, come 
dim ostrano i quadri istochimici, provocando alterazioni aspecifiche che, però, 
risultano sovrapponibili a quanto osservato nell’extrapiram idale del ra tto , 
iniettato intratecalm ente (Palladini et ‘al., 1975). Sotto il profilo com porta­
mentale, il quadro è inizialm ente quello dell’aum entata attiv ità  dopam iner- 
gica (M argotta et al., 1975), forse a significato irritativo, cui fanno seguito, 
verosimilmente per il progredire dell’avvelenam ento dei neuroni, l’ipomobilità 
e la paralisi finale.

Non possiamo ancora che speculare sulla ragione di questa peculiare 
sensibilità, che possiamo riportare al concetto di patoclisi secondo C. e O. Vogt 
(1922), dei neuroni dopam inergici al rame. Allo stato normale, almeno nei 
M am m iferi, esiste una certa cuprofilia selettiva delle stru ttu re dopam inergiche, 
sia nell’uomo che nel ratto , anche se non concordemente am m essa da tu tti 
gli A utori (Donaldson et al., 1973; Ule et al., 1974; De Falco e Cam panella, 
19755 Goody et al., 1975)- Queste stru ttu re sono però certam ente ricche in 
m etallo-enzim i rameici (De Falco e Campanella, 1975), quali la tirosinaidrossi- 
lasi (TH ) e la dopam ina-ß-idrossilasi (Evans, 1973), ed è nota l’im portanza 
della formazione di complessi C u++-A T P -am in e  biogene sia per il trasporto 
che per l’accumulo (R ajan  et al., 1974).
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Rim ane pertanto  suggestiva l’ipotesi che i neuroni dopam inergici possie­
dano uno specifico o più attivo meccanismo di trasporto del m etallo destinato 
alla sintesi degli enzimi specifici del m etabolism o interm edio delle am ine bio­
gene, il quale è responsabile della loro cuprofilia e, in presenza di un eccesso 
di metallo « libero », non veicolato da proteine di trasporto, dell’eccesso, tos­
sico, del m etallo del loro interno.

Su tale linea ci riproponiam o di indirizzare le nostre ricerche in avve­
nire.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L A  TAVOLA I

Fig. i. -  «Cervello» di Dugesia gonocephala s.l. di controllo, sezione trasversa. Neuroni 
alla periferia del neuropilo. Colorazione Nissl (luce monocromatica 5630 Â).

Fig. 2. -  «Cervello» di Dugesia gonocephala s.l. trattata con Cu, sezione trasversa. Neuroni 
alla periferia del neuropilo. Si osservino pìcnosi nucleari (frecce) e vacuolizzazione 
citoplasmatica (asterischi). Colorazione Nissl (luce manocromatica 5630 Â).

Dg- 3- -  Sezione trasversa a livello del « cervello » di Dugesia gonocephala s.l. trattata con Cu.
Reazione istochimica per i metalli pesanti, sec. Timm. Si osservi la precipitazione 
del rame a livello dell’epidermide (frecce), dei neuroni e dei loro prolungamenti 
nel neuropilo (N). Tale precipitazione non è visibile nelle cellule della gastro- 
dermide (G). I numerosi piccoli granuli neri sono verosimilmente interpretabili 
come pre-melanosomi e melanoscmi.

Figg. 4, 5- -  Neuroni e loro prolungamenti, impregnati dal rame, in esemplari di Dugesia 
gonocephala s.l. trattati, a forte ingradimento.

Il tratto in calce alle fotografie vale io p.
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