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1. INTRODUZIONE

Chissa quante volte avrete maledetto il dannato animaletto d’acqua dolce che sfreccia alla velocita
della luce mentre tentate di osservarlo! In alcuni casi ci sembra che quanto piu sono belli, tanto piu si
muovono! Non parliamo poi del caso in cui, volendo scattare una foto, vi trovate con l'inquadratura
vuota perché il tizio colle cilia® si & spostato ed & uscito dal campo. Poiché di professione faccio
I'anestesista, mi viene spontaneo chiedermi se posso “anestetizzare” questi simpatici animaletti senza
ucciderli; una cosa & certa: bisogna fare qualcosa per rallentarne il movimento! Possibilmente mante-
nendoli vivi, perché sarebbe troppo facile fotografarli da morti; a noi piacciono vivi, con tutti i flagelli o
cilia o altre appendici vive e vibranti. E poi un anestesista non uccide il paziente per poter farlo operare,
quindi ...

Ovviamente, non essendo un veterinario o un biologo marino, le note seguenti non sono “farina del
mio sacco”. Non essendo un esperto del settore, mi limito a riassumere quello che ho trovato sul web
senza aggiungere o togliere niente; se qualche vero “ esperto” del settore volesse correggere/integrare
gueste poche righe, sarebbe il benvenuto.

2. LE STRUTTURE DI MOVIMENTO NEI PROTISTI D’ACQUA DOLCE — CILIA, FLAGELLI, PSEUDOPODI?

| protisti (essere viventi unicellulari: Protofiti, se vegetali; Protozoi, se animali) utilizzano tre princi-
pali sistemi di movimento; i flagelli (spesso singoli o a coppie, ma anche qualche centinaio), le cilia ed i
movimenti ameboidi (tramite I'estroflessione di pseudopodi) nei protisti pit primitivi.

| flagelli e le cilia hanno funzione analoga; Il flagello dei protisti * * ® (organismi eucariotici) & diffe-

rente dal flagello dei batteri (procarioti). Il flagello dei procarioti ha un movimento rotatorio mentre il
flagello degli eucarioti oscilla. Il flagello € composto da un sistema di filamenti di tubulina organizzati a
coppie, in un sistema di 9 microtubuli periferici (coppie) + 2 centrali in coppia unica. La locomozione
avviene per idrolisi dell’ATP tramite I'azione catalitica di una proteina detta dyneina, che a sua volta
connessa, assieme alla nexina, alle doppiette di tubuli. La motilita di cilia e flagelli & regolata dalle modi-
ficazioni del quantitativo di calcio intraflagellare.

La regolazione del calcio intraflagellare, che contribuisce a
generare il movimento, interessa la proteina dyneina che &
fissata ai tubuli. La contrazione della dyneina determina la
forza che sostiene il movimento. Sia la calmodulina che la
kinasi calmodulina-dipendente’ intervengono in questa com-
plessa regolazione calcio-mediata. Il sistema flagellare & inoltre
controllato da un sistema micro tubulare posto alla base del
flagello detto blefaroplasto.
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Figura 1 — da wikipedia - en.wikipedia.org/wiki/Flagellum
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Le cilia hanno struttura analoga al flagello, ma differiscono per la lunghezza ed il pattern di movi-
mento.

Gli pseudopodi sono sostanzialmente delle protrusioni/proiezioni di citoplasma attive e mobili. Esi-
stono varie specie di pseudopodi (lobopodi, filopodi, actinopodi). Nello pseudopodio del tipo lobopodio
si ha la proiezione di citoplasma esterno ectoplasmatico, non granulare, a cui segue la movimentazione
del citoplasma interno, granulare, endoplasmico, con conseguente locomozione dell'intero protista.
Durante il movimento, si ha la partecipazione attiva ATP-dipendente dei microfilamenti di actina e
miosina attivati dai movimenti ionici del calcio intracitoplasmatico®. Gli pesudopodi del tipo filopodi
sono strutture ialine nelle quali la contrazione dei microfilamenti fa muovere il corpo cellulare.

Gli pseudopodi reticulopodi sono fini reti che non solo possono aggrapparsi al substrato per la lo-
comozione, ma anche formare dense reti anastomotiche (a filamenti intrecciati) che possono intrappo-
lare le prede. Gli axopodi sono pil complessi. Sono composti da uno strato esterno di citoplasma fluido
che circonda un nucleo centrale contenente un fascio di microtubuli che sono intrecciati in uno specifico
pattern. Lo strato esterno di citoplasma puo estrudere organelli atti alla predazione. Gli axopodi sono
tipici dei Protozoi Eliozoi (fig. 2).

Fig. 2 - Da: Streble e Krauter — Atlante dei microrganismi

acquatici. - Muzzio ed., Padova, 1982.

Di seguito alcuni esempi di pseudopodi (lobopodia, fi-
lopodia, reticulopodia, axopodia)
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Fig. 3 — Da: Streble e Krauter — Atlante dei microrganismi acquatici. - Muzzio ed., Padova, 1982.
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Fig. 5 — Alcuni Protozoi Ciliati (idem)
3. L’AZIONE DELLE VARIE MOLECOLE SULLE STRUTTURE DI MOVIMENTO

La lidocaina (un anestetico locale) blocca il movimento dei flagellli di Chlamidomonas, utilizzato a
scopo sperimentale. Il calcio & coinvolto nell’attivita flagellare; anche gli inibitori della calmodulina® °
sono in grado di rallentare il movimento flagellare; *° La lidocaina rallenta sino ad inibire completamente
la motilita ciliare delle cellule della mucosa nasale e respiratoria nel’'uomo™ *.

La lidocaina, etere e cloroformio bloccano o rallentano la contrazione ciliare e flagellare delle specie
di spugne Cliona sp e Grantia sp.13

Altri fattori come la temperatura, la concentrazione dei principali ioni, la diminuzione del calcio nel
medium di sospensione, possono determinare in Chlamydomonas sp. una diminuzione della funzione
flagellare.™

L'alcool in basse dosi aumenta la motilita ciliare delle cilia delle cellule dell’apparato respiratorio,
mentre in alte dosi la inibisce.™

Nei mammiferi, I'alcool causa un’alterazione della motilita ciliare in base all’alterazione dei segnali
ossido-nitrico mediati e in base all’alterata regolazione delle proteine delle cilia, incluso il sistema della
dyneina.'’® Un’analisi sperimentale sulla motilitd delle cilia delle cellule della mucosa respiratoria nei
mammiferi mostra che I'alcool agisce sul sistema dyneina — microtubuli mediante un’alterazione della
fosforilazione delle proteine dell’axonema. *’

La fenilefrina diminuisce il battito delle cilia nelle cellule epiteliali nasali nel’uomo.'® ** Molte so-
stanze che interferiscono con I'acetilcolina®® sembrano potenziare un effetto narcotico degli anestetici
locali (soprattutto lidocaina, procaina ed anestetici locali ionizzabili) sui rotiferi. Alcune di queste sostan-
ze sono i betabloccanti (propranololo) e I'atropina.

Da queste evidenze sperimentali appare I'indicazione che alcune sostanze chimiche agiscano sul fla-
gello e sulle cilia (abbiamo visto che entrambe le strutture sono simili) inibendone la motilita e che
gueste sostanze, in ultima analisi, possano rallentare il moto dei Protisti ciliati.



4. LESSICO*

. Narcosi: stato di sonno profondo indotto da farmaci.
. Anestesia: soppressione transitoria della sensibilita dolorifica indotta da farmaci.

5. METODI DI RALLENTAMENTO DEI MOVIMENTI DEI PROTISTI

° METODI FISICI

Il raffreddamento & una metodica molto usata in fotografia biologica anche per i pesci. L'utilizzo
d’acqua bollente ipossica (con scarsita di ossigeno)determina la fissazione in estensione di tutte le
strutture dei rotiferi.

. METODI MECCANICI

Rendere pil denso il medium in cui nuotano i protisti serve a rallentarne il movimento®.

AGENTE

ORGANISMO
SENSIBILE

FORMATO COM-
MERCIALE

DOSAGGIO

METODO D’USO

Ossido di polietilene

Euglena gracilis,
Didnium nasutum,
Paramecium
aurelia, Blephar-
isma undulans, e
Prorodon platyodon

Polyox WSR 301°®
23

Soluzione 1%

Aggiungere al medium ove
si trovano gli animali.

Metilcellulosa/hydroxyethil
cellulose

7
Proto-slo®

10 g di metilcellu-
losa diluiti in 90
ml di acqua.

Soluzione 1%

Soluzione pronta
del commercio di
idrossietilcellulosa

1 goccia di medium in cui si
trovano gli animali ed una
goccia di soluzione di
metilcellulosa.

Gelatina

Gelatina per uso
alimentare

Preparare una
soluzione di
gelatina 2-3-% a
caldo, poi lasciar
raffreddare.

1 goccia di medium in cui si
trovano gli animali ed una
goccia di gelatina.

Gomma adragante o
25
gomma tragacantha

Gomma per uso
alimentare

Tritare in mortaio
e disciogliere in
acqua fredda.

Aggiungere goccia a goccia
sino all’effetto voluto.

Gomma arabica

Gomma arabica
per uso alimentare

Mescolare sino ad
ottenere una
pasta.

Aggiungere al medium ove
si trovano gli animali.

Un ulteriore mezzo meccanico di rallentamento consiste nello “schiacciare” i protisti tra due vetrini,
meccanicamente connessi con una vite (graduata o no) che funge da “vite da torchio”, diminuendo la
quantita d’acqua in cui possono nuotare i protisti. La pressione rallenta I'attivita degli Invertebrati in
guanto diminuisce lo spazio vitale per gli organismi. Un esempio di questi strumenti di origine antica (il
Compressorium di Rousselet 2® %) & il Taylor Microcompressor Mark 11, che €’ di recente invenzione.



6. METODI CHIMICI DI “ANESTESIA”

Alcuni agenti chimici agiscono rallentando i protisti senza indurre la morte degli stessi. La maggior
parte appartiene alla classe degli anestetici locali “umani” che agiscono rallentando reversibilmente la
trasmissione nervosa nei nervi sensitivi che trasportano la sensazione dolorosa al cervello. Cid avviene
per la capacitd dell’anestetico locale?® di bloccare i canali ionici che presiedono alla creazione
dell'impulso elettrico che viene trasmesso attraverso il nervo sino al neurone sensitivo, che ha la funzio-
ne di attivare la catena neuronale deputata alla percezione cosciente del dolore. Altre sostanze utilizzate
per sedare i protisti sono noti depressivi del sistema nervoso centrale (nell’'uomo e negli animali), come
I'alcool, ma negli organismi unicellulari I’alcool agisce in diversa maniera. Vasocostrittori nasali come la
neosinefrina, utilizzati per il trattamento sintomatico del raffreddore, rallentano i protisti. L’olio di chiodi
di garofano, il mentolo ed il magnesio solfato sono utilizzati per sedare gli Invertebrati marini. *?Un noto
anestetico per i pesci, Sandoz MS 222, agisce anche sui protisti, rallentandoli.

Il migliore “narcotico” per i rotiferi sembra essere la Bupivacaina (un anestetico locale)®®.

Un elenco delle principali sostanze é riportato nella tabella sottostante
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ANIMALE NARCOTICI/ANESTETICI MODO D'USO
0,1-2% SOLUZIONE ACQUOSA AGGIUNGERE GOCCIA A
BUTYN (BUTACAINA SOLFATO) GOCCIA SINO AD EFFETTO DESIDERATO
AGGIUNGERE 10G DI METILCELLULOSA A 90 ML D’ACQUA -
METILCELLULOSA MESCOLARE IN PROPORZIONE 1:1
SOLUZIONE 1% - DILUIRE A SECONDA DEGLI AUTORI DA 0,1
CHLORETONE A 0,8% SINO AD UN MAX DI 5-10%
NICKEL SOLFATO* Soluzione 0,01* - soluzione 1-3%°
PROTOZOI 36 Soluzione 0,01 — soluzione 2-3% - aggiungere 1 goccia al
RAME ACETATO vetrino
SOLUZIONE 1% - AGGIUNGERE AL MEDIUM OVE SI TROVA-
MAGNESIO SOLFATO NO GLI ANIMALI
NEO-SYNEPHRINE HYDROCHLORIDE SOLUZIONE 1% - DILUIRE ALLO 0,1-0,5%
ACETONE AGGIUNGERE GOCCIA A GOCCIA
SOLFATO DI NICKEL SOLUZIONE 1%
OPERCULARIA ACQUA OSSIGENATA 3% AGGIUNGERE AL MEDIUM
SPIROSTOMUM IDROSSILAMINA IDROCLORIDRATO SOLUZIONE 1%-2%
STENTOR POTASSIO IODURO O SODIO IODURO SOLUZIONE 1% - SOLUZIONE 0,5-1% - soluzione 1-2%%
ALCOOL METILICO SOLUZIONE 10% - AGGIUNGERE GOCCIA A GOCCIA
VORTICELLA 0,1-2% SOLUZIONE ACQUOSA AGGIUNGERE GOCCIA A
BUTYN (BUTACAINA SOLFAT !
U (BUTAC S0 0) GOCCIA SINO AD EFFETTO DESIDERATO
ACQUA GASSATA AGGIUNGERE ALLA SOLUZIONE DOVE SI TROVANO GLI
ANIMALI
SOLUZIONE SATURA - AGGIUNGERE AL MEDIUM OVE SI
HYDRA MAGNESIO SOLFATO TROVANO GLI ANIMALI
0,
CHLORETONE SOLUZIONE 1% DILUIRE A SECONDA DEGLI AUTORIDAO,1 A

0,8% SINO AD UN MAX DI 5-10%

ETANOLO 10%

AGGIUNGERE SINO ALL’EFFETTO DESIDERATO




MAGNESIO SOLFATO®®

SOLUZIONE SATURA - AGGIUNGERE AL MEDIUM OVE SI
TROVANO GLI ANIMALI

USARE UNA SOLUZIONE AL 2% OPPURE 10% A SECONDA

40
NEMATODI IDRATO DI CLORALIO DEGLI AUTORI
" SOLUZIONE SATURA IN ACQUA 1% OPPURE SPRUZZARE
CLOROFORMIO SOPRA LA SUPERFICIE DELL'ACQUA E COPRIRE
USARE UNA SOLUZIONE AL 2% OPPURE 10% A SECONDA
IDRATO DI CLORALIO DEGLI AUTORI
TRICAINA META'\’\JISS'UZLZFZO@NATO - SANDOZ 0,1-1G PER GALLONE (circa 4 litri — dipende dallo stato)
PLANARIA d’ACQUA
DOLCE METTERE ALCUNI CRISTALLI SULLA SUPERFICIE DELL'AC-
MENTOLO IN CRISTALLLI QUA DOVE SI TROVANO GLI ANIMALI E COPRIRE
SOLFATO DI STRICNINA SOLUZIONE 2%
URETANO SOLUZIONE 1%
ETANOLO 10% AGGIUNGERE SINO AD EFFETTO
USARE UNA SOLUZIONE AL 2% OPPURE 10% A SECONDA
IDRATO DI CLORALIO DEGLI AUTORI
TRICAINA METANSULFONATO - SANDOZ
\IS 2220 0,1-1G PER GALLONE
MICOSTOMUM METTERE ALCUNI CRISTALLI SULLA SUPERFICIE DELL'AC-
MENTOLO IN CRISTALLLI QUA DOVE SI TROVANO GLI ANIMALI E COPRIRE
SOLFATO DI STRICNINA SOLUZIONE 2%
URETANO SOLUZIONE 1%
ACQUA OSSIGENATA 3% AGGIUNGERE AL MEDIUM
0,1-2% SOLUZIONE ACQUOSA AGGIUNGERE GOCCIA A
EPISTYLIS BUTYN (BUTACAINA SOLFATO) GOCCIA SINO AD EFFETTO DESIDERATO
IDROSSILAMINA IDROCLORIDRATO SOLUZIONE 1%-2%
SOLFATO DI STRICNINA SOLUZIONE 2%
90 ML ACQUA + 10 ML ETIL-CELLUSOLVE + 9,2 G DI
EUCAINA IDROCLORIDRATO - AGGIUNGERE 1 GOCCIA
SOLUZIONE DIHANLEY OGNI 10 ML DI MEDIUM. RIPETERE LA SOMMINISTRAIZO-
NE OGNI 10 MINUTI SINO AD EFFETTO
SOLUZIONE 1% DILUIRE A SECONDA DEGLI AUTORI DA 0,1
CHLORETONE®® ’
ROTIFERI A 0,8% SINO AD UN MAX DI 5-10%
BDELLOIDI*®

NEO-SYNEPHRINE HYDROCHLORIDE

SOLUZIONE 1%- DILUIRE ALLO 0,1-0,5%

ACETONE

AGGIUNGERE GOCCIA A GOCCIA

BENZAMINA LATTATO O IDROCLORI-
DRATO™

SOLUZIONE 2%

IDROSSILAMINA IDROCLORIDRATO™

SOLUZIONE 1%-2%




IDRATO DI CLORALIO

USARE UNA SOLUZIONE AL 2% OPPURE 10% A SECONDA
DEGLI AUTORI

MENTOLO IN CRISTALLLI

METTERE ALCUNI CRISTALLI SULLA SUPERFICIE DELL'AC-
QUA DOVE SI TROVANO GLI ANIMALI E COPRIRE

BRIOZOI SOLUZIONE DI HANLEY

90 ML ACQUA + 10 ML ETIL-CELLUSOLVE + 9,2 G DI
EUCAINA IDROCLORIDRATO - AGGIUNGERE 1 GOCCIA
OGNI 10 ML DI MEDIUM. RIPETERE LA SOMMINISTRAZIO-
NE OGNI 10 MINUTI SINO AD EFFETTO

MENTOLO ED IDRATO DI CLORALIO

1 CUCCHIAIO DI MENTOLO ED 1 CRISTALLO DI IDRATO DI
CLORALIO; UNIRE I CRISTALLI MACINARE E SOSPENDERE
IN ACQUA

ACETONE

AGGIUNGERE GOCCIA A GOCCIA

OLIGOCHETI D’ACQUA

CHLORETONE

SOLUZIONE 1% DILUIRE A SECONDA DEGLI AUTORI DA 0,1
A 0,8% SINO AD UN MAX DI 5-10%

DOLCE
CLOROFORMIO

SOLUZIONE SATURA IN ACQUA 1% OPPURE SPRUZZARE
SOPRA LA SUPERFICIE DELL'ACQUA E COPRIRE

MAGNESIO SOLFATO

SOLUZIONE 1% - AGGIUNGERE AL MEDIUM OVE SI
TROVANO GLI ANIMALI

IDRATO DI CLORALIO

USARE UNA SOLUZIONE AL 2% OPPURE 10% A SECONDA
DEGLI AUTORI

CLOROFORMIO

SOLUZIONE SATURA IN ACQUA 1% OPPURE SPRUZZARE
SOPRA LA SUPERFICIE DELL'ACQUA E COPRIRE

SOLUZIONE 1% DILUIRE A SECONDA DEGLI AUTORI DA 0,1

SANGUISUGHE CHLORETONE A 0,8% SINO AD UN MAX DI 5-10%
ACQUA GASSATA AGGIUNGERE ALLA SOLUZIONE DOVE SI TROVANO GLI
ANIMALI
ETERE

NICOTINA E DECOTTO DI TABACCO

PORRE QUALCHE PEZZO DI TABACCO NELL'ACQUA DOVE
SI TROVANO, LASCIARE SINO A CHE L'ACQUA SI TINGE,
NARCOSI IN 30-60 MINUTI

ALCOOL METILICO

SOLUZIONE 10% - AGGIUNGERE GOCCIA A GOCCIA

DAENIA URETANO SOLUZIONE 1%
SOLUZIONE SATURA IN ACQUA 1% OPPURE SPRUZZARE
CLOROFORMIO SOPRA LA SUPERFICIE DELL'ACQUA E COPRIRE
LUMACHE SOLUZIONE 1% - AGGIUNGERE AL MEDIUM OVE SI
ACQUATICHE MAGNESIO SOLFATO TROVANO GLI ANIMALI
° METODI CHIMICI DI “FISSAZIONE”

Le seguenti sostanze possono essere usate per uccidere i protozoi e fissarli.

ANIMALE FISSATIVI

MODO D'USO

Fluido di Schaudin (miscela di cloruro

Z
PROTOZOI mercurico, alcool ed acido acetico)

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali




OPERCULARIA

Acido osmico

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

Fumi di acido nitrico di Olmey (produrre
fumi di acido inserendo un pezzo di
rame in 1 ml di acido nitrico concentra-
to - esporre il vetrino ai fumi per 20
secondi - risciacquare)

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

SPIROSTOMUM

Fluido di Schaudin (miscela di cloruro
mercurico alcool e acido acetico)

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

STENTOR

Fluido di Schaudin (miscela di cloruro
mercurico alcool e acido acetico)

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

VORTICELLA

Acido osmico

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

Fumi di acido nitrico di Olmey (produrre
fumi di acido inserendo un pezzo di
rame in 1 ml di acido nitrico concentra-
to - esporre il vetrino ai fumi per 20
secondi - risciacquare)

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

HYDRA

Fissativo di Bouin (fornalina, acido
acetico ed acido picrico)

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

NEMATODI

Alcool a 70%

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

Formalina al 5%

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

PLANARIE D’ACQUA

Fluido di Gilson (cloruro mercurico,
acido acetico, alcool ed acido nitrico)

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

DOLCE
Perossido di idrogeno 3% Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
Acido nitrico 2% Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
Flui i Gil | . .
MICOSTOMUM uido di .GI son (cloruro rﬁerct{rlFo, acido Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
acetico, alcool ed acido nitrico)
EPISTYLIS Acido osmico Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
ROTIFERI Acido osmico Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

Gastrotrichi®®

Cloruro mercurico - fissativo di Bouin-
formalina 10%

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

Rotiferi loricati®’

Formalina 10%

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

Fumi di acido nitrico di Olmey (produrre
fumi di acido inserendo un pezzo di rame
in 1 ml di acido nitrico concentrato -
esporre il vetrino ai fumi per 20 secondi -
risciacquare)

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

Formalina 10%

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

Acqua bollente

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

Perossido di idrogeno 3%

Aggiungere al medium ove si trovano gli animali




BRIOZOI Formalina 10% Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
Fissativo di Bouin (fornalina, acido . . . A
. . - Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
acetico ed acido picrico)
OLIGOCHETI . o . . . T
D’ACQUA DOLCE Formalina 10% Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
Fluido di Zenker (cloruro mercurico,
acido acetico, potassio dicromato, sodio Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
solfato)
SANGUISUGHE Formalina 10% Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
Fluido di Zenker (cloruro mercurico,
acido acetico, potassio dicromato, sodio Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
solfato)
Acidi deboli (succo di limone) Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
DAFNIA Formalina 10% Aggiungere al medium ove si trovano gli animali
LUMACHE A A-
v (':I'ICHECQU Formalina 10% Aggiungere al medium ove si trovano gli animali

! Lorenzo Conti, Medico Chirurgo, specialista in anestesia e rianimazione; avendo un lontano passato di tirocinante
in un servizio di anatomia patologica ho mantenuto la passione per la microscopia ottica, preparando a casa i
vetrini che amo osservare.

2 Nonostante I’etimologia latina, il termine corrente, anche in biologia, & “ciglio”, ma alcuni autori utilizzano in particolare cilio
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