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INTRODUZIONE



1 Introduzione

L’allevamento del bufalo rappresenta un elemento
fondamentale nell’economia delle zone del DOP “mozzarella di bufala
campana” e, particolarmente in Campania dove insiste circa 1’'80% del
patrimonio bufalino nazionale, producendo un indotto di rilevante
impatto socio-economico. Nell’azienda bufalina l’'ottimizzazione dei costi
di produzione e la salvaguardia dei parametri utili ad ottenere una
materia prima di qualita elevata, incrementa la redditivita. L’intenso
lavoro di ricerca e di selezione svolto nel corso degli anni
nell’allevamento bufalino, ha prodotto come risultato un incremento
della produzione di latte che € stata accompagnata dal miglioramento
delle caratteristiche qualitative attribuibili principalmente alla
razionalizzazione delle tecniche di allevamento (Amante et al., 2001).
Dal 1977 (anno dell’istituzione del libro genealogico) ad oggi la
produzione media nazionale € aumentata di circa 600 kg/lattazione e la
percentuale di grasso e proteine €& passata da 6,4% e 4,3%
rispettivamente a 8,3% e 4,7% (Amante et al., 2001). Il miglioramento
quanti-qualitativo in definitiva € avvenuto lavorando sia su fattori
ambientali, tra i quali spiccano quelli alimentari, sia sulla migliore
conoscenza del potenziale produttivo dei singoli soggetti perseguito con
I'istituzione dei controlli funzionali e lintroduzione di tecnologie
innovative. Si € giunti cosi all’adozione di sistemi di allevamento piu

consoni alle esigenze nutrizionali e manageriali della specie.



La principale pecca di questo processo € rappresentato da un piu
lento miglioramento genetico della specie bufalina rispetto alle altre di
interesse zootecnico. Infatti sebbene negli ultimi quarant’anni la specie
bufalina €& cresciuta sul nostro pianeta del 86% vs 34% di quella bovina
(Gasparrini, 2002), il minor impiego delle biotecnologie della
riproduzione normalmente utilizzate per la bovina ha portato ad un
ritardo nel progresso genetico di questa specie. Per accelerare il
miglioramento genetico nel prossimo futuro si dovra necessariamente
utilizzare la selezione per via paterna, attraverso l'uso routinario
dellinseminazione strumentale, e per via materna con limpiego di
tecniche che massimizzino la produzione di vitelli da soggetti ad elevata
produzione.

L'importanza fondamentale assunta dal miglioramento genetico,
come mezzo per ammortizzare il costante aumento dei costi fissi di
produzione, ha indotto molti ricercatori a focalizzare la propria
attenzione sulle biotecnologie riproduttive. L'uso delle biotecnologie
della riproduzione, ha contribuito in maniera decisiva all’evoluzione
dell’allevamento negli ultimi 60 anni (Thibier, 2005), consentendo di
porre le basi per una radicale trasformazione della zootecnia e dei
sistemi produttivi.

A questo proposito sicuramente fondamentale risulta 'utilizzo di
varie tecnologie quali: linseminazione strumentale (IS), la
superovulazione (SO) e il trasferimento embrionale (ET), il sessaggio

embrionale, la produzione embrionale in vitro (IVEP) e Ila



crioconservazione delle cellule germinali (spermatozoi ed oociti) e degli
embrioni; tutte queste tecniche, gia utilizzate nella specie bovina,
risultano pero di difficile applicazione e diffusione nella specie bufalina.

In generale, il miglioramento genetico nei grandi mammiferi € ostacolato
da numerosi fattori, tra i quali il lungo intervallo generazionale, con la
produzione di un solo redo per anno (caratteristiche che rendono
necessarie lunghe attese prima di riuscire ad ottenere una reale
valutazione dei soggetti) e la ricombinazione genetica che avviene ad
ogni fecondazione, fenomeno questo che non rende possibile prevedere
il valore genetico del nuovo individuo a meno che non si ricorra alla
valutazione delle produzioni delle figlie, mediante prove di progenie, nel
caso dei maschi, oppure dei dati di lattazione, nel caso delle femmine.
Ciononostante passi in avanti sono stati fatti negli ultimi anni grazie
all’'utilizzo dellIS che ha favorito lintroduzione di genotipi desiderati
nell’ambito di una popolazione in tempi notevolmente ridotti,
contribuendo al miglioramento genetico per via paterna e dando cosi
quella spinta necessaria alla diffusione di tale tecnica, oggi utilizzata in
oltre il 70% della popolazione bovina italiana.

Proprio questi successi hanno spinto a credere che 1'utilizzo dell’TS
nell’ambito dei programmi di miglioramento genetico potesse dare degli
ottimi risultati anche nella specie bufalina, in cui fino ad ora tali
programmi sono stati concentrati prevalentemente ad ottenere risultati
per via materna massimizzando la produzione di vitelli da soggetti ad

elevata produzione.



Tutti i tentativi fino ad ora fatti hanno, pero, evidenziato le numerose
difficolta che si incontrano quando si cerca di applicare tecniche, che
hanno riscontrato notevoli successi in altre specie (Samper, 2001; Drost
M. et al., 1999; Leboeuf B. et al., 1998; Singleton W.L., 2001), alla
specie bufalina, la quale possiede -caratteristiche fisiologiche
profondamente diverse da quella bovina.

Innanzitutto va puntualizzata la spiccata tendenza alla
stagionalita riproduttiva della bufala (Zicarelli, 1997a), la quale tende,
per la sua origine tropicale, a concentrare i parti nei periodi dell’anno a
giorno breve (fotoperiodo negativo); questa caratteristica, nel nostro
paese, si va a scontrare con quella che € la maggiore richiesta di latte
sul mercato che si osserva nei periodi primaverili-estivi, che
corrispondono a quelli di maggiore consumo del principale prodotto
della filiera bufalina: la mozzarella. La modulazione del calendario dei
parti, attuata mediante la tecnica della destagionalizzazione, che
consente di soddisfare le specifiche richieste di mercato, puo complicare
l'applicazione delle biotecnologie della riproduzione, come IIS, nella
specie bufalina come testimoniato dall’elevata incidenza della mortalita
embrionale (Campanile et al., 2005). Inoltre, va considerato che nella
bufala il raggiungimento della puberta ¢ ritardato rispetto alla bovina e
altre caratteristiche, quali l'ampia variabilita della durata delle
manifestazioni estrali, l’alta incidenza di calori silenti, una lunga
inattivita ovarica post-partum ed il riscontro di doppie manifestazioni

estrali, rendono gli interventi di IS difficilmente programmabili, qualora



non si faccia ricorso alla tecnica dellinseminazione a tempo fisso
(Zicarelli, 1997a). Si pud quindi evincere quanto la bufala si differenzi
dalla bovina e quanto invece sia simile in molti aspetti agli ovi-caprini.
Tutto ciod, insieme all’aumento dei costi di produzione, non ha fatto altro
che spingere molti ricercatori a sfruttare le biotecnologie in campo
riproduttivo per accelerare il miglioramento genetico della specie
bufalina, rendendola cosi competitiva sul mercato.

Tra le varie tecnologie finora citate quelle che meglio si prestano ad
ottenere in tempi brevi un rapido miglioramento genetico e ad esaltarne
il contributo materno, sono sicuramente la SO e I’ET o MOET (Multiple
Ovulations and Embryo Transfer). Per meglio comprendere Iimportanza
e la diffusione di queste tecnologie, basta pensare che piu di mezzo
milione di embrioni bovini sono stati trasferiti nel 2003, di cui il 40%
sono stati congelati/scongelati e il 18% sono stati prodotti in vitro
(Thibier, 2004).

La SO € una tecnica che consente di indurre ovulazioni multiple in
animali che generalmente hanno un’unica ovulazione. Diverse
esperienze hanno dimostrato, perd, che esistono forti limitazioni
all’'utilizzo dei programmi di MOET nella bufala, specie in cui il recupero
medio di embrioni € molto inferiore a quello che si osserva nella specie
bovina: meno di 2 embrioni nella bufala (Zicarelli, 2001) e tra 7 e 10
nella bovina a seconda della razza e del trattamento di SO impiegato
(Hasler et al., 2003; Baruselli et al., 2006). Da questi valori si puo,

quindi, chiaramente evidenziare quanto sia bassa nella bufala la
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risposta alla SO (Misra, 1997; Zicarelli, 1997b); infatti, mentre nella
bovina 1’88 % degli animali risponde ai trattamenti, nella bufala questo
valore scende al 55 %. Il minore recupero € dovuto alle caratteristiche
fisiologiche intrinseche di questa specie quali ad esempio l’esigua
popolazione di follicoli primordiali presenti nell’ovaio alla nascita,
20.000 vs 100.000 della vacca (Samad, Nasseri, 1979; Danell, 1987; Le
Van et al., 1989), alla minore incidenza di oociti di buona qualita nella
bufala rispetto alla vacca (Boni et al., 1996) ed una minore adesione
delle cellule della granulosa. Ci sono, comunque, molti casi in cui al
momento del flushing si osserva un numero di corpi lutei (CL) sulla
superficie delle ovaie superovulate nettamente superiore al numero di
embrioni recuperati.

La difficolta di ottenere risultati paragonabili a quelli avuti in altre
specie mediante 1'utilizzo della MOET, ha evidenziato negli ultimi anni
una notevole crescita d’interesse verso I'IVEP.

Un fattore che ha sicuramente contribuito a considerare quest’ultima
come una valida alternativa alla produzione embrionale in vivo é
l'avvento della metodica dell’Ovum Pick Up (OPU). Questo procedimento
consiste nel prelievo in vivo, per via transvaginale ecoguidata, di oociti
immaturi da animali donatori noti, consentendo, grazie alla sua
ripetibilita, il recupero di una notevole quantita di oociti che vengono
poi introdotti nel sistema di IVEP. Questultimo prevede una fase di
maturazione degli oociti, una di fecondazione e la successiva messa in

coltura dei presunti zigoti fino allo stadio di blastocisti, stadio in cui gli
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embrioni possono essere trasferiti (ET) o sottoposti a sessaggio e/o
congelamento. Questa tecnica, applicata per la prima volta in campo
umano (Lenz et al., 1987), € stata utilizzata nel bufalo da Boni et al.
(1993) e da Galli et al. (1998); questi ultimi autori (Galli et al., 1998)
hanno, cosi, ottenuto i primi 3 vitelli bufalini nati dal trasferimento di
embrioni prodotti da oociti recuperati con ’OPU, maturati e fecondati in
vitro e trasferiti in ovidutto di pecora dopo due giorni dalla
fecondazione.

I vantaggi nell’'utilizzo della tecnica OPU sono dovuti alle sue maggiori
possibilita di impiego, ovvero nei casi in cui la tecnica della SO non ¢&
applicabile aumentando quindi il numero delle possibili donatrici
includendo soggetti che pur avendo un elevato valore genotipico non
sarebbero stati idonei, come ad esempio nei soggetti in non perfette
condizioni sanitarie del tratto genitale, gravidi fino al 4° mese, aciclici e
prepuberi; in pit € una tecnica che non interferisce con lo stato
fisiologico della donatrice, in quanto non necessita di una stimolazione
ormonale, € facilmente eseguibile, ripetibile, non incide negativamente
sulla sfera riproduttiva dell’animale e consente di visualizzare e, quindi,
pungere, tutti i follicoli ecograficamente visibili, a partire dal diametro di
2 mm (Janssen-Caspers et al., 1988). Un altro vantaggio ¢
rappresentato dal fatto che ad ogni aspirazione dei follicoli, si ottiene un
azzeramento del ciclo, che consente l'avvio di una nuova ondata,
evitando cosi il fenomeno della dominanza di un follicolo sugli altri che

comporterebbe l’atresia dei follicoli subordinati. Le ondate follicolari,

12



percio, passano da 2-3 per ciclo estrale (21 giorni) a 6 nello stesso
periodo di tempo, esitando nella produzione di un maggiore numero di
oociti utilizzabili ai fini della produzione embrionale in vitro. Questo fa
si che I'OPU possa essere ripetuto bisettimanalmente ottenendo il
massimo recupero di oociti e migliorandone, tra I’altro, anche la qualita.
I dati piu recenti in termini di percentuali di embrioni prodotti in vitro
da oociti prelevati mediante OPU, ripetuto ogni 3-4 giorni, hanno
mostrato un notevole miglioramento (Neglia et al., 2003) rispetto ai dati
precedenti (Boni et al., 1993). E’ stato dimostrato (Neglia et al., 2003)
che lefficienza IVEP migliora quando vengono utilizzati oociti prelevati
mediante OPU rispetto a quelli ottenuti da ovaie da macello (29,7 vs.
19,9 % di blastocisti rispettivamente). Questa tecnica risulta
competitiva rispetto alla MOET particolarmente nella specie bufalina.
Infatti, se da un lato per ogni OPU effettuato si producono in media
nella bovina 0.8 e nella bufala 0.2 embrioni da donatrici adulte rispetto
ai 4.4 ed 1.7 ottenibili nell’ambito di un programma di MOET (Zicarelli,
2001), dall’altro, quest’ultimo non puo essere ripetuto prima che siano
trascorsi almeno 75 giorni per la bovina e 100 per la bufala.
Ovviamente, non va dimenticato che sebbene l’efficienza di recupero
nella bufala sia simile a quella che si riscontra nella bovina, il numero
di oociti recuperati risulta nettamente inferiore per la diversa entita
della popolazione follicolare che contraddistingue le due specie.
Conseguentemente, con I’'OPU la produzione media di embrioni prodotti

ad esempio nell’arco di sei mesi aumenta significativamente (41 vs. 15
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nella bovina e 11 vs. 5 nella bufala, rispettivamente con le tecniche OPU
e MOET). Inoltre, se si considera che la bufala € una specie stagionale, &
estremamente improbabile che l'animale possa rimanere ciclico per 6
mesi consecutivi e che quindi si possa raggiungere il numero di 5
embrioni prodotti con la MOET, dato che diventa cosi puramente
teorico, avvalorando ancora di piu i risultati ottenuti con 'utilizzo della
tecnica dell’lOvum Pick Up. In piu, va sottolineato che esiste un’elevata
variabilita individuale nel reclutamento follicolare e che la ripetibilita di
tale parametro consente di poter effettuare una selezione delle migliori
donatrici sulla base dei primi 4 prelievi OPU (Gasparrini, 2002),
rendendo la tecnica maggiormente competitiva in termini di resa
embrionale; la tecnica OPU, quindi, apre nuove prospettive consentendo
di incrementare ulteriormente l’efficienza riproduttiva della specie. La
possibilita di utilizzare tale tecnica su animali di elevato valore
produttivo, si traduce in una notevole riduzione dell’intervallo
generazionale e, conseguentemente, in un’ulteriore accelerazione del

progresso genetico.
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1.1 Potenzialita IVEP nel bufalo e ovidutto

Sebbene con la produzione embrionale in vitro si siano ottenuti
embrioni bufalini trasferibili (Boni et al.,1994a; Boni et al., 1999;
Chauhan et al., 1997; Gasparrini et al., 2000; Madan et al., 1994a;
Madan et al., 1994b; Totey et al., 1992) ed alcuni trasferimenti di
embrioni prodotti in vitro siano stati coronati da successo (Chauhan et
al., 1997; Madan et al., 1994b; Totey et al., 1996), i risultati in termini
di gravidanze portate a termine sono ancora poco soddisfacenti (Madan
et al., 1996). Probabilmente, questa minore efficienza € imputabile al
fatto che tale sistema €& stato sviluppato sulla base di esperienze
acquisite in altre specie facendo particolare riferimento alla specie
bovina, mentre € verosimile che la fisiologia, il metabolismo e le esigenze
di coltura dei gameti e degli embrioni bufalini siano differenti da quelli
bovini e richiedano maggiori approfondimenti.

Infatti, sebbene l’efficienza dellTVEP, in riferimento al numero di
blastocisti prodotte sul totale dei complessi cumulo-oocita (COC)
recuperati da ovaie da macello, € piu alta nel bovino rispetto al bufalo
soprattutto in termini di percentuale di divisione (cleavage; 83.9 £ 7.6 vs
64.8 £ 9.6), ¢ interessante sottolineare che queste differenze tra le due
specie si annullano quando le blastocisti prodotte vengono riferite agli
zigoti (35.6 £ 5.5 vs 31.3 £ 7.9, rispettivamente nel bovino e nel bufalo).
Questa osservazione suggerisce che il sistema di coltura in vitro degli

embrioni bufalini € in grado di supportarne lo sviluppo e che,
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probabilmente, la minor efficienza della IVEP nella specie bufalina sia
riconducibile all’inadeguatezza dei sistemi di maturazione in vitro (IVM)
e/o fecondazione in vitro (IVF). Risulta verosimile che una percentuale
di oociti non riesce ad essere fecondata perché il sistema IVF é in
qualche modo deficitario, essendo questo lo stesso utilizzato per il
bovino, non tenendo conto delle differenze di specie. La
caratterizzazione del liquido oviduttale del bufalo nelle diverse fasi del
ciclo, essendo questo il microambiente in cui in vivo avvengono i
processi di fecondazione e di sviluppo degli embrioni in fase di pre-
impianto, permetterebbe la formulazione di un sistema IVM/IVF
ottimale e di media di coltura in vitro dinamici e stadio dipendenti
nonché specie-specifici, rispondenti ai diversi fabbisogni degli embrioni
nelle diverse fasi dello sviluppo. Molti studi volti a caratterizzare il fluido
tubarico nelle diverse fasi del ciclo estrale in varie specie, hanno fornito
le basi per la sintesi di media sintetici per la IVF e la coltura in vitro
(IVC) degli embrioni fino allo stadio compatibile con il trasferimento o
con la crioconservazione e hanno consentito di individuare molecole
specifiche che sembrano svolgere un ruolo attivo nei processi di
fecondazione ed embriogenesi precoce. Nella prospettiva di migliorare
sempre di piu I'IVEP, € indispensabile la formulazione di sistemi definiti
di coltura in vitro che mimino l'ambiente tubarico. Affinché questo
avvenga ¢ di fondamentale importanza lo studio e la comprensione degli
eventi della riproduzione in vivo e del suo ambiente. In vivo, 'ambiente

tubarico provvede al trasporto dei gameti maschili e femminili e allo
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sviluppo embrionale precoce. L’'ovidutto interagisce in maniera dinamica
con l'embrione, provvedendo, di volta in volta, alle differenti necessita
metaboliche che caratterizzano la sua crescita

Numerose ricerche effettuate sulla fisiologia oviduttale dei
mammiferi, hanno fornito evidenze inconfutabili dellimportanza di
questo tratto dell’apparato genitale femminile, e del fluido contenuto in
esso, nel corso della riproduzione. E’opportuno enfatizzare che
l'ambiente colturale nel quale si sviluppano gli embrioni condiziona

profondamente tutti gli eventi post impianto.

17



1.2 L’Ovidutto

Nei vertebrati superiori l'apparato genitale femminile, oltre a
provvedere all’elaborazione dei gameti e degli ormoni sessuali,
rappresenta anche la sede della fecondazione, e inoltre nei mammiferi
euteri, ospita il feto in un tratto differenziato, e ne assicura la nutrizione
durante la gravidanza.

L’apparato genitale femminile comprende tre grandi sezioni:

1) una sezione ghiandolare, costituita dalle ovaie;

2) una sezione tubulare, che rappresenta tre distretti molto differenziati
sia per funzione che conformazione.

In quest’ultima riscontriamo le tube uterine che captano gli oociti e
sono la sede della fecondazione; 1'utero che riceve ’embrione dalle tube
uterine, ne permette 'impianto e ne assicura la nutrizione fetale per la
durata della gravidanza; la vagina impari nei mammiferi euteri, &
separata dall’'utero ad opera di un potente restringimento (collo uterino)
si immette caudalmente in continuita con il seno uro-genitale;

3) seno urogenitale, comprendente una parte profonda formante il

vestibolo della vagina e una regione dell’orificio che costituisce la vulva.

1.2.1 Sviluppo

La differenziazione dell’apparato genitale femminile nei mammiferi
domestici, inizia verso la fine del periodo embrionale e si accelera a

partire dall’inizio del periodo fetale.
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Le vie genitali della femmina derivano da ciascun lato dal condotto
paramesonofrico o dotto di Muller. Questo condotto coesiste da prima
con il dotto mesonefrico, nella femmina quest'ultimo regredisce
persistendo solo delle vestige esili e variabili. La parte craniale di questi
condotti, la prima a comparire, € inizialmente la piu larga, ma in seguito
si modifica. L’estremita caudale, al contrario all’inizio esile, si unisce nei
mammiferi euteri alla sua omologa controlaterale.

La porzione del seno urogenitale subisce a questo livello un
rimodellamento, che porta la terminazione dei due condotti a fondersi
dorsalmente all'uretra. A partire da questo punto, la fusione procede in
senso craniale, di modo che l'insieme dei due condotti disegna ben
presto una Y la cui branca mediana costituisce il primordio della
vagina. I due condotti paramesonefrici possono restare indipendenti a
diversi livelli ed in particolare cranialmente alla vagina e dare luogo
all'utero duplice, cranialmente ad un corpo dell'utero molto breve

(utero bipartito), cranialmente ad un corpo dell’'utero quasi della stessa
lunghezza dei corni (utero bicorne), ed infine, come nei primati
possiamo riscontrare un utero semplice in cui il corpo dell'utero riceve
direttamente le tube. In ogni caso la parte craniale dei condotti
paramesonefrici non si unifica mai e forma da ciascun lato quella che

viene definita tuba uterina.
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1.2.2 Conformazione e dimensioni

L’ovidutto (o tuba uterina o salpinge o tromba di falloppio) dei
mammiferi € rappresentato da una struttura tortuosa e bilaterale che si
estende, da ciascun lato, dal polo anteriore dell’ovaio al corrispondente
corno uterino. Esso assicura la risalita del gamete maschile verso il
luogo di fecondazione e la discesa dell'uovo fecondato in utero. La
larghezza e il grao di circonvoluzione dell’ovidutto, che presenta strette
relazioni anatomiche con l’ovaio, mostra delle variazioni nelle diverse
specie domestiche (Hafez and Hafez, 2004).

Raramente il suo diametro € uniforme: in molte specie, essa € dapprima
larga, poi si assottiglia nettamente avvicinandosi all’'utero. La giunzione
utero-tubarica si effettua con modalita variabili; spesso conservando la
propria individualita attraverso la parete uterina. A causa del lungo
decorso e delle flessuosita che esso descrive, 'ovidutto raggiunge una
lunghezza totale sempre molto superiore alla distanza che separa 'ovaio
dall'utero. Nelle specie in cui quasi non descrive tortuosita (donna e
carnivori) € tre e perfino quattro volte pit lunga dell’'ovaio. Quando ¢&
notevolmente flessuosa come negli equidi, ruminanti, suidi, il rapporto
puo elevarsi fino a 5-6: nella scrofa la lunghezza € superiore ai 20 cm e
nella cavalla e nella vacca raggiunge i 30 cm (Barone, 1994).

Procedendo dall’ovaio verso l'utero, nella tuba si distinguono tre regioni
in base al diametro ed alla struttura interna (Weeth and Herman, 1952):

infundibolare, ampollare, tratto slargato che si estende caudalmente
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alla infundibulo, ed istmica , stretto segmento ricco di fibre muscolari
che si porta fino al corno uterino (Priedkalns, 1982).

Le fimbrie che per Hafez and Hafez (2004) rappresentano un

segmento dell’ovidutto, vengono considerate da Priedkalns (1982) come
un processo digitiforme dellinfundibulo.
Le fimbrie, piul corte e meno estensibili nella bovina ripetto alla cavalla
(Sisson, 1986), sono libere, eccetto una, definita fimbria ovarica che
rinforzata da un legamento del mesosalpinge si inserisce sul polo
superiore dell’'ovaio omolaterale assicurando la prossimita dell’ostio
tubarico craniale alla superficie dell'ovaio stesso (Hafez and Hafez,
2004).

La regione infundibolare o padiglione, si apre verso l'ovaio con
l'estremita slargata ad imbuto mentre con quella piu stretta si continua
nella porzione ampollare. L’infundibulo presenta numerose cellule
secretorie e mantiene contatto con la cavita peritoneale mediante l'ostio
dell’ovidutto (Menezo and Guerin, 1997). Si presenta con un diametro
superiore rispetto a quello della regione ampollare e di quella istmica ed
¢ incluso nella borsa ovarica (Priedkalns, 1982), quest’ultima nei
ruminanti si presenta larga e aperta a differenza di altre specie (ratto e
nel topo) in cui si presenta come un sacco chiuso (Hafez and Hafez,
2004).

In uno studio realizzato in bufale pluripare, Luktuke e Rao (1962)
hanno messo in evidenza una lunghezza di 6,62 cm e 7,07cm e una

larghezza di 3,24 cm e 3,26 cm rispettivamente per l'infundibulo
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sinistro e destro. In accordo con El-Sheikh e Abdelhadi (1970), lo
spessore dell’infundibulo in bufale varia da 0,5 a 0,6cm. Danell (1987)
ha rilevato delle variazioni da 0,25 a 0,90 cm nel diametro
dellinfundibulo delle manze bufaline di razza Surti.

Per Menezo e Guerin (1997), l'ampolla é la vera porzione
secernente dell’ovidutto. Questa € la regione piu sviluppata della tuba
corrisponde a circa la meta della lunghezza dell’ovidutto (Hafez and
Hafez, 2004) ed in caso di accoppiamento fertile ¢ qui che ha luogo la
fecondazione.

In prossimita dell’utero, la tuba si assottiglia rapidamente; questa parte
costituisce l'istmo.

L’istmo presenta una parete spessa, per un maggiore sviluppo
dello strato muscolare (Banks, 1992; Menezo e Guerin, 1997), si
presenta tortuoso e con un lume ben definito (Dyce et al., 1996).
Secondo Leese (1988), dall’infundibolo verso listmo si ha una riduzione
del rapporto fra lo strato mucoso e muscolare. Nei ruminanti domestici,
la giunzione dell’istmo con il corno uterino non € cosi netta come nella
cavalla (Menezo and Guerin, 1997). Bovini e ovini presentano un flesso
nella giunzione utero-tubarica, che € piu facilmente evidente durante
l'estro (Hafez and Hafez, 2004).

La lunghezza dell’ovidutto delle bovine adulte varia da 11,0 a 33,9
cm (Hunter, 1988; Monteiro, 1998; Oliveira et al., 2004; Perkins et al.,
1954; Sisson, 1986), la lunghezza dell’ovidutto di manze di questa

specie oscilla tra i 7,2 ed i 22,8 cm (Monteiro, 1998; Oliveira et al.,
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2004) (Tabella 1). In bufale adulte, la lunghezza dell’ovidutto varia da

12,5 a 42,8cm (Luktuke and Rao, 1962; Sane et al., 1964, 1965)

(Tabella 2 ).

Tabella 1. Lunghezza e larghezza (cm) di ovidutti della specie bovina riportati da diversi autori.

Monteiro Oliveira Perkins et al. Monteiro Oliveira,
' Souza e
Referenze (1954) (1998)
(1998) Souzae Souza | | cche adulte manze Souza (2004)
vacche adulte (2004) razza razza Nelore manze
L razza Nelore
razza Nelore vacche adulte non definita
razza Nelore
Ovidutto Lunghezza 17,7 18,14 + 3,50 20,68 + 2,30 15,2 17,95 + 3,76
sinistro (13,4'23,0) (11,2-20,4)
Larghezza - - 0,26 + 0,04 - -
Ovidutto Lunghezza 17,6 23,78 + 4,40 20,71 + 2,40 15,4 24,01+ 4,77
destro (13,0-23,5) (10,5-20,7)
Larghezza - - 0,26 + 0,04 - -
Tabella 2. Lunghezza e larghezza (cm) di ovidutti della specie bufalina riportati da diversi autori.
El-Sheikh e Luktuke e Rao Sane et al. (1964) | Sane et al. (1965) Vale et al.
Referenze Abdelhadi (1962) bufale adulte bufale adulte (1982)
(1970) bufale | gytale adulte razza murra razza Jaffri bufale
razza egiziana razza non razza non
definita definita
26,3+£0,3 21,8 22,38 £0,12 24,49+0,28 19,54+45,13
Ovidutto | Lunghezza (16-34) (16,1-31,9) (12,5-42,8) (13,0-36,2) (11,0-29,0)
Sinistro 0,22 +0,14
Larghezza (0.2-1,1) (0,24-1,00) 0,2 0,2 (0,2-0,5)
26,3+0,3 22,3 22,56 £0,12 24,41+0,27 20,30+3,58
Ovidutto | Lunghezza (17-36) (17,6-32,4) (13,0-36,0) (13,0-36,1) (11,0-31,0)
Destro 0,26 +0,12
Larghezza 0,2-1,1) (0,25-1,05) 0,2 0,2 (0,2-0,5)
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1.2.3 Struttura

Istologicamente, l'ovidutto comprende quattro tonache: la
mucosa, la muscolare, la sottosierosa e la sierosa (Barone,1994)
essendo assenti gli strati della sottomucosa e della muscularis mucosae

(Morabad and Jagannath, 1967).

1.2.3.1 Mucosa

Nel lume dell’ovidutto, la mucosa si presenta sollevata in pliche
longitududinali, piu accentuate nella regione ampollare (Gaddum-
Rosse; Blandau, 1973; Hunter, 1988; Yaniz et al., 2000). La mucosa ¢
rivestita da un unico strato di epitelio cilindrico semplice o
pseudostratificato cilindrico, rappresentato da cellule secernenti e
cellule ciliate (Ellington, 1991; Priedkalns, 1982).

Le cellule ciliate sono piu numerose nella porzione craniale
dell’ovidutto, all’apice delle pliche della mucosa (Hafez and Hafez, 2004;
Priedkalns, 1982), dove collaborano al movimento dell’oocita lungo
l'ovidutto (Banks, 1992). Presentano una densita maggiore nelle fimbrie,
numerose anche nella regione ampollare, cosi come le secernenti, e
meno numerose nella regione istmica (Hunter, 1988). Le cellule
secernenti non sono ciliate ma presentano la superficie apicale ricoperta
di microvilli (Hafez and Hafez, 2004). Sono stati descritti altri due tipi di
cellule non ciliate, che rappresentano, ciascuno, appena 1'1% della
popolazione cellulare dell’epitelio e le cui funzioni non sono note

(Barone, 1994); si tratta di cellule basali e di cellule allungate, larghe
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alla loro base ma che raggiungono la superficie soltanto con un apice
stretto. Va sottolineato che 'aspetto delle cellule epiteliali varia durante
il ciclo estrale; le cellule divengono piu alte e molto piu attive nel pro-
estro e soprattutto nell’estro e all’inizio del post-estro (Barone, 1994).
Sono basse e regrediscono nettamente dopo castrazione, e ripresentano
i caratteri della loro attivita in seguito a somministrazione di estrogeni.
Infine € possibile che alcune cellule possano trasformarsi da un tipo
all’altro, perché sembra che la proporzione fra cellule ciliate e non ciliate
vari in uno stesso segmento durante il ciclo; le cellule allungate

potrebbero rappresentare un tipo di transizione (Barone, 1994).

1.2.3.2 Muscolare

La tuninca muscolare risulta costituita da fibre muscolari lisce
disposte su due piani. Nello strato profondo le cellule presentano un
andamento circolare, disponendosi con 'asse lungo perpendicolarmente
all’asse longitudinale dell’organo, nello strato superficiale le cellule
muscolari si presentano ad andamento longitudinale (Hafez and Hafez,
2004; Leese, 1988).

Nella tuba uterina lo strato longitudinale € ancora esile, spesso
discontinuo e si irradia pitt o meno nel mesosalpinge; segue le
flessuosita solo approssimativamente e i sui fasci frequentemente
passano l'uno nell’altro. Lo strato circolare € al contrario ben
sviluppato, ininterrotto e costituisce in un certo qual modo

Iimpalcatura del condotto (Barone, 1994). Procedendo in direzione
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cranio caudale lungo l'ovidutto, € possibile osservare un ispessimento
dello strato muscolare (Hafez and Hafez, 2004; Hunter, 1988; Leese,
1988).

Ridotta ad alcuni fasci sparsi nellinfundibolo, la tonaca
muscolare € ancora sottile e talora incompleta nella regione
del’ampolla, ma qui presenta gia la sua organizzazione caratteristica.
Nella regione dell’istmo diventa via via piu robusta specie nel suo strato
circolare, che risula ispessito e denso (Barone, 1994). Nelle specie in cui
la porzione uterina € molto sviluppata, lo strato circolare si prolunga da
solo nella parete uterina: vi si rinforza con fasci provenienti dallo strato
profondo del miometrio, in modo da formare con questi una sorta di
sfintere (Barone, 1994).

In accordo con Hunter (1988) e Menezo e Guerin (1997), la
musculatura liscia dell’ovidutto presenta un’innervazione simpatica e
parasimpatica. La rete di fibre nervose simpatiche deriva dal plesso
ovarico e/o ipogastrico, mentre le fibre adrenergiche possono essere
riscontrate nello strato longitudinale, con ricca innervazione nell’istmo e

scarsa nella ampolla e nell’infundibolo (Hunter, 1988).

1.2.3.3 Sierosa e sottosierosa

La tonaca sierosa € rappresentata dalle due lamine peritoneali che
costituiscono il mesosalpinge, tra le quali si colloca il condotto. La
sierosa tappezza quindi quest’ultimo sulle sue facce laterale e mediale,

senza fornirgli un rivestimento completo. Si unisce senza forme di
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transizione alla mucosa sul margine libero delle fimbrie e
dell'infundibolo.

La sottosierosa € costituita da un connettivo ricco di fibre
collagene e mescolato a cellule muscolari lisce, che si irradiano dalla
tunica muscolare del mesosalpinge. Accoglie i principali vasi e nervi.

Lo strato della sierosa é peculiare, con una vascolarizzazione ben
differenziata (Banks, 1992; Hafez and Hafez, 2004). 1l letto vascolare ha
derivazione dall’arterie uterina e ovarica, e nelle vicinanze dell’ovaio, la
stretta relazione spaziale a livello del letto venoso e arterioso, permette il
trasporto di sostanze per mezzo del meccanismo controcorrente

(Hunter, 1988; Leese, 1988; Menezo and Guerin, 1997).
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1.3 Interazione dei gameti con ’ovidutto

Vi sono due possibilita interpretative del ruolo dell’ovidutto nei
confronti dei gameti e dei processi che avvengono nelle prime fasi dello
sviluppo embrionale: esso pud essere visto come un semplice
contenitore che “passivamente” garantisce l'ambiente migliore per la
fecondazione e lo sviluppo dell’embrione garantendo le condizioni
ottimali del microambiente, o alternativamente, l'ovidutto viene
considerato una fonte attiva di molecole in grado di sostenere e
modulare questi processi. Nell'ovidutto dei mammiferi hanno luogo la
capacitazione spermatica, la reazione acrosomiale, la fertilizzazione e lo
sviluppo embrionale precoce.

L’ovidutto ed il suo fluido forniscono inoltre un ambiente ideale
per il trasporto e la sopravvivenza dei gameti stessi. Entrambi i gameti
maschile e femminile entrano in contatto con l’epitelio oviduttale. Nei
mammiferi, la fecondazione dipende dal successo di una serie di fattori,
cominciando con l'ovulazione, la captazione e il trasporto dell’oocita da

parte dell’ovidutto e il trasporto e la capacitazione degli spermaozoi.

1.3.1 Captazione del Complesso oocita-cumulo ooforo
(COC)

I1 complesso oocita-cumulo (COC), risulta costituito dall’oocita,
dalla zona pellucida, dalla corona radiata, dalle cellule del cumulo

ooforo e dalla matrice extracellulare (Talbot and Di Carlantonio, 1984).
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Precedentemente all’ovulazione, si manifestano delle contrazioni

della muscolatura liscia dell’ovidutto, che si presentano di moderata
intensita e variabili nella proporzione e nel modello di contrattilita.
Infatti il modello e 'ampiezza delle contrazioni variano nei differenti
tratti dell’ovidutto. Nella porzione ampollare, forti onde peristaltiche si
muovono in modo segmentato in direzione cranio caudale. Nell’istmo,
onde di contrazione peristaltica e antiperistaltica sono segmentate,
vigorose e quasi continue. Sono le contrazioni muscolari, ritmiche e
intermittenti, che assicurano la posizione delle fimbrie in relazione alla
superficie dell’'ovaio (Hafez and Hafez, 2004).
Durante 'ovulazione le contrazioni dell’ovidutto divengono piu vigorose
e le fimbrie si contraggono sincronamente “spazzolando” delicatamente
la superficie dell’'ovaio (Hafez and Hafez, 2004; Priedkalns, 1982). In
questa fase le fimbrie si presentano estremanmente capillarizzate e
stabiliscono un contatto con la superficie ovarica grazie all’azione
muscolare del mesovario, della muscolatura liscia del mesosalpinge e
del legamento tubo-ovarico (Hafez and Hafez, 2004).

L’attivita contrattile delle fimbrie, dell’ovidutto e dei legamenti
sono coordinate attraverso un meccanismo ormonale influenzato dal
rapporto estrogeno-progesterone (Hafez and Hafez, 2004). In accordo
con Banks (1992) e Hunter (1988), la ciliogenesi si verifica in risposta
alle concentrazioni circolanti di estrogeni. Hafez e Hafez (2004)
affermano che l'ovidutto si ipertrofizza e crea nuove ciglia durante il

proestro e lestro. I granuli secretori sono accumulati nelle cellule
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epiteliali durante la fase follicolare del ciclo e dopo l'ovulazione, vengono
liberati dentro il lume oviduttale, causando una riduzione nell’altezzza
dell’epitelio (Hafez and Hafez, 2004; Hunter, 1988).

Dopo la rottura del follicolo nel processo ovulatorio una massa
viscosa, formata da glicoproteine secrete dalla cellule del cumulo ooforo
e denominata matrice extracellulare (Talbot and Di Carlantonio, 1984),
si spande aderendo alla superficie dell’ovaio facilitando la captazione da
parte delle fimbrie del COC (Hafez and Hafez, 2004). Allo stesso tempo,
il movimento delle ciglia delle cellule epiteliali dell’infundibulo, che
presentano attivita massima al momento dell’ ovulazione e subito dopo
questa, & direzionato e sincronizzato indirizzando i flussi verso 1’ostio
oviduttale, dove sembrano istaurarsi correnti di fluidi che
probabilmente aspirano il COC all’interno dell’oviutto (Hafez and Hafez,
2004; Priedkalns, 1982; Talbot et al., 2003).

Il processo di captazione e trasporto del COC implica ’'adesione
transitoria delle ciglia epiteliali alla matrice extracellulare (Lam et al.,
2000; Talbot et al., 1999). Per mezzo della microscopia elettronica a
trasmissione, Lam et al. (2000), hanno verificato che l’adesione si
determina specificamente tra la punta delle ciglia e i granuli e i
filamentei della matrice extracellulare, i quali sono composti
rispettivamnte di proteine e acido ialuronico. L’alterazione nell’adesione
tra matrice extracellulare e ciglia pud pregiudicare la captazione e il
trasporto del COC e generare casi di gravidanza ectopica (Talbot et al.

2003).
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1.3.2 Trasporto dell’oocita nell’ovidutto

L’oocita interagisce con l'ovidutto, durante il trasporto dall’ovaio
al sito della fertilizzazione e, da qui, fino alla giunzione utero-tubarica.
La velocita di trasporto del COC ¢& maggiore nel tratto che
dall’infundibulo arriva alla giunzione ampollare-istmica che attraverso il
solo tratto istmico (Hafez and Hafez, 2004; Hunter, 1988). La velocita di
trasporto dell’oocita attraverso la regione istmica € ridotta rispetto al
resto dell’ovidutto. Questo ritardo nell’istmo potrebbe essere necessario
per il conseguente impianto dell’embrione in utero (Hafez, 1987). Il
metodo di trasporto dell’oocita attraverso la regione ampollare non ¢&
stato ancora del tutto chiarito (Ellington, 1991).

Nel bovino El-Banna e Hafez (1970) hanno osservato che l'oocita
impiega circa 8-10 ore per raggiungere la giunzione istmica-ampollare
dell’ovidutto. A questo punto il trasporto dell’oocita si arresta
temporaneamente permettendo alla fertilizzazione di aver luogo (Hafez
and Hafez, 2004). L’attivita delle cellule ciliate dell’ovidutto sembra
essere importante a questo riguardo perché, al momento
dell’ovulazione, il flusso del fluido oviduttale e le contrazioni muscolari
si muovono in direzione opposta rispetto a quella del trasporto
dell’oocita (Stone and Hamner, 1975). Le cellule del cumulo che
circondano l'oocita forniscono una larga superficie di contatto con le
ciglia. Lorton and First (1979) hanno riportato che gli oociti bovini non
posseggono piu cellule del cumulo appena dopo l'ovulazione e, che per

questo, non risulterebbero implicate nel trasporto dell’oocita. Tuttavia,
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in uno studio successivo, € stato osservato che gli oociti bovini si
denudano solamente 9-14 ore dopo l'ovulazione, suggerendo che,
quindi, le cellule del cumulo sono presenti durante il trasporto del
gamete femminile attraverso l'ampolla, e possono migliorare il
concepimento (Harper, 1988). Mano a mano che il COC ¢ trasportato
attraverso l'ovidutto la matrice extracellulare si va perdendo (Lam et al.,
2000). Nell’ampolla gli oociti sono mantenuti in costante rotazione
mediante lievi contrazioni muscolari peristaltiche e dal battito ciliare
(Hafez and Hafez, 2004; Priedkalns, 1982).

I1 tempo di trasporto dell’oocita e/o dell’embrione attraverso
ovidutto varia in accordo con la specie, e indipendentemente dalla
lunghezza dell’istmo e dalla durata della gestazione (Priedkalns, 1982).
Nel bovino, l'oocita permane per 90 ore nell’ovidutto (Hafez and Hafez,
2004). Nel bufalo, il tempo di trasporto varia dalle 74 alle 100 ore
(Karaivanov et al., 1987). In accordo con Anwar e Ullah (1998), l'oocita
del bufalo permane per 108 ore nell’ovidutto. Nella cavalla, gli oociti non
fertilizzati sono trattenuti nell'ovidutto per mesi (Hafez and Hafez,
2004). Questo meccanismo puod essere controllato mediante la densa
innervazone adrenergica dellistmo che, in accordo con Hunter (1988),
puo permettere che questa regione dell’ovidutto funzioni come uno

sfintere fisiologico.
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1.3.3 Spermatozoi e ovidutto

I1 gamete maschile potrebbe apparire a livello oviduttale dopo
pochi minuti dalla deposizione, ma sembra ormai certo che i primi
spermatozoi ad arrivare non sono capaci di fecondare (VanDemark and
Hays, 1954; Hunter and Wilmut, 1983). Invece, gli spermatozoi che
sostano nellistmo per piu di 20 ore prima della fecondazione
acquisiscono la capacita fecondante (Hunter 1986). Gli spermatozoi
sostano nella porzione terminale dellistmo per 18-20 ore nel bovino
(Hunter and Wilmut, 1984), 17-18 ore negli ovini (Hunter and Nichol,
1983), 36 ore nel maiale (Hunter, 1984), e piu di 126 ore nel furetto
(Chang, 1965). Durante questo periodo possono essere riscontrati in
profondita nelle pliche epiteliali dell’ovidutto (Hunter, 1988). Si pensa
che la capacitazione avvenga a questo livello mentre gli spermatozoi
sono in stretto contatto con le cellule dell’epitelio tubarico (Parrish et
al., 1989). Molti spermatozoi aderiscono alla mucosa del basso istmo
(Smith and Yanagimachi, 1990). E probabile che una lectina sulla
superficie dello spermatozoo si leghi all’epitelio e, durante la
capacitazione, la stessa si modifichi, o venga rimossa dalla superficie
spermatica, favorendo il rilascio del gamete maschile nel lume
oviduttale (Lefebvre et al., 1997). Questo sequestro nellistmo servirebbe
ad estendere la durata della sopravvivenza dello spermatozoo (Pollard et
al., 1991). Smith e Yanagimachi (1989) suggeriscono che Ilistmo

potrebbe ritardare la capacitazione spermatica fino a poco prima
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dell’ovulazione in modo da sincronizzare lo stato fisiologico di entrambi i
gameti per garantire il successo della fecondazione.

Recentemente, Murray and Smith (1997) hanno visto che il
contatto diretto dello spermatozoo con la membrana plasmatica apicale
delle cellule oviduttali porta al mantenimento di basse concentrazioni
del calcio intracellulare; meccanismo quest’ultimo, verosimilmente
responsabile del ritardo nella capacitazione e nella reazione acrosomiale
spermatica. In breve, il processo di capacitazione spermatica, inizia con
un efflusso di colesterolo dalla membrana plasmatica dello spermatozoo
e prosegue con 1) una iperpolarizzazione di membrana, 2) un aumento
della fluidita di membrana, 3) un aumento del flusso ionico di Ca** e
bicarbonato. L’entrata di Ca** induce la formazione di una riserva
endogena a livello dell’acrosoma, dei mitocondri e forse del nucleo.
Inoltre, l'iperpolarizzazione della membrana e 'aumento del flusso di
ioni Ca* e HCO-3, innescano una reazione a catena che porta
all’iperattivazione del flagello. In questo modo lo spermatozoo € pronto
ad attraversare le cellule del cumulo per incontrare la zona pellucida
dell’oocita. Quindi l'aumento di Ca** intracellulare & alla base del
processo di capacitazione cosli come della successiva reazione
acrosomiale. Da questo momento in poi, infatti, inizia la cascata degli
eventi caratterizzanti la reazione acrosomiale. Lo spermatozoo si lega
con le glicoproteine ZP dell'oocita e questo provoca, da un lato,
l'attivazione dell’adenilato ciclasi con produzione di AMPc, dall’altro,

I’'attivazione della fosfolipasi C (PLC). A questo punto segue il rilascio di
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Ca** acrosomiale, che attiva i SOCC (store operated calcium channels) e
comporta l'entrata di calcio per riempire le riserve endocellulari.
L’innalzamento del Ca**intracellulare porta all’esocitosi della vescicola

acrosomiale e alla fusione dei due gameti.

1.3.4 Ormoni steroidei, motilita dell’ovidutto e trasporto

dei gameti

Nell’ovidutto, l'oocita € trasportato in direzione cranio caudale,
mentre gli spermatozoi in direzione caudo craniale (Hunter, 1988).
Questi eventi sono sotto il controllo degli steroidi ovarici, per cui
qualsiasi alterazione nella concentrazione di estrogeni e o progesterone
potrebbe interferire nel trasporto dei gameti (Hunter, 1988; Mwanza et
al.; 2002). Alte concentrazioni di estradiolo posso paradosalmente
rallentare il trasporto degli oociti, cosi come alte concentrazioni di
progesterone possono accelerare questo processo (Crisman et al., 1980).
Secondo Wijayagunawardane et al. (1998), il progesterone, l’estradiolo,
l'ossitocina, le prostaglandine E; e Fz, e l’endotelina-1 possono
controlare sinergicamente le contrazioni dell’ovidutto affinche si realizzi
correttamente il trasporto dei gameti e dell’embrione.

Il progesterone, l'estradiolo e la PGF2, sono ormoni responsabili della
contrazione dell’istmo (Mwanza et al., 2002). In accordo con Hunter
(1988), le prostaglandine della serie F, unitamente con l'estradiolo, si

legano ai recettori a-adrenergici delle cellule della muscolatura liscia,
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promuovendo la contrazione della miosalpinge e in modo particolare
della componente circolare dello strato muscolare, riducendo il lume del
condotto. Differentemente, i recettori B-adrenergici funzionano in
sinergia con le prostaglandine della serie E, che in presenza di
progesterone, inducono un graduale rilasciamento dello strato

muscolare.
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1.4 Fluido Oviduttale

Studi sullo sviluppo embrionale sia in vivo che in vitro hanno

messo in rilievo i due aspetti della fisiologia tubarica che hanno
relazione diretta con le prime fasi dello sviluppo. Da un lato, l'effetto
dell’lambiente tubarico in senso lato: temperatura, pH, tensione di
ossigeno, pressione osmotica, sostanze nutritive, chelanti dei radicali
liberi etc; dall’altro, le componenti attive prodotte dall’ovidutto stesso:
molecole in grado di stimolare o regolare il processo di maturazione
finale dei gameti, fecondazione e le prime fasi del differenziamento.
In diverse specie € stato evidenziato che un buon sviluppo in vitro degli
embrioni pud essere ottenuto mediante un’attenta formulazione del
medium di coltura (Walker et al.,1992) oppure coltivando gli embrioni
stessi su monostrati di cellule somatiche, meglio se queste cellule sono
di ovidutto (Gandolfi et al., 1992). Appare evidente che le componenti
del fluido oviduttale (ODF) influenzano le fasi di maturazione finale dei
gameti nonché i processi di sviluppo embrionale.

I1 liquido tubarico € un medium complesso formato dalla
combinazione di trasudato di derivazione ematica e prodotti di

secrezione delle cellule epiteliali (Leese, 1988, Malayer et al., 1988).
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1.4.1 Formazone e velocita di secrezione

Lo spostamento del fluido attraverso lepitelio oviduttale &
secondario allo spostamento dei soluti, in modo particolare degli ioni.
Nell’epitelio secernente, il movimento del cloro in forma ionica dal polo
basale a quello apicale delle cellule, gioca un ruolo importante nel
realizzare il trasporto dell’lacqua (Quinton, 1990). La bassa
concentrazione intracellulare di Na* € mantenuta dalla Na*—K*-ATPase,
con l'assorbimento del Cl- mediante il Na*-K*-Cl- cotransporter dalla
membrana basolaterale. La superficie apicale delle cellule epiteliali
diventa permeabile al Cl-, tale permeabilita permette all’anione di
ridurre il gradiente elettrochimico nel lume dell’ovidutto.

I1 movimento degli ioni genera una potenziale elettrico che guida il
Na* attraverso le tight junctions tra le cellule (Leese et al., 2001) nel
lume oviduttale. In altri epiteli secernenti, sono stati localizzati
accumuli di ioni negli spazi intercellulari, cid si pensa possa creare delle
aree con elevata pressione osmotica. L’acqua segue il movimento di
questi ioni per ripristinare l’equilibrio osmotico e in questo modo si
accumula nel lume (Diamond, 1971; Quinton, 1990). Meccanismi simili
operano nell’ovidutto.

Le cellule epiteliali aumentano in altezza nella fase estrale
(Murray, 1995), quando la produzione di fluido oviduttale ¢ massima.
Questo aumento in altezza potrebbe aumentare l'area dello spazio

intercellulare disponibile per localizzare un accumulo di ioni.
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L’aumento di viscosita del fluido tubarico, sarebbe dovuto alla
secrezione delle glicoproteine associate all’estro, e potrebbe prevenire la
rapida diffusione dei soluti, favorendo lI'accumulo di ioni nel
microambiente con alta osmolarita (Hunter, 1994).

Nell'ovidutto, questo meccanismo € probabilmente localizzato nelle
cellule non ciliate in contrapposizione a quelle ciliate (Comer et al.,
1998).

Affinché le loro proprieta di trasporto possano essere esaminate,
le cellule epiteliali devono essere mantenute in uno stato funzionale.
Brunton and Brinster (1971) usarono il metodo di Ussing e Zerahn
(1951), in origine messo appunto per la pelle di rana, e inserirono
I'intero segmento di oviduto di coniglio, fra due identiche soluzioni a
contatto rispettivamente con la faccia apicale e basale. Il tessuto ha
mantenuto la differenza di potenziale transmurale e si € visto che gli
ioni cloro si spostavano preferenzialmente dalla porzione basale a quella
apicale dell’epitelio, quindi vi era un passaggio netto in senso sercretivo.
Un approfondimento della ricerca ¢ stato operato da Gott et al. (1988)
usando una perfusione vascolare sull’'ovidutto di coniglio. Gott et al.
(1988) riscontrarorono inoltre che la secrezione ionica potrebbe essere
bloccata dall’inibizione dei carrier dello ione cloro. Sebbene fosse
verosimile che i dati ottenuti usando la preparazione Ussing e la
perfusione vascolare riflettessero l’attivita secretiva delle cellule
epiteliali, l'interpretazione dei risultati &€ stata complicata dalla presenza

del sottostante stroma e del tessuto muscolare. Questo problema
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potrebbe essere superato usando una preparazione per il mantenimento
delle cellule nello stato di strato confluente polarizzato nella coltura
primaria (Dickens et al., 1993, 1996). Il grande vantaggio di questa
tecnica € che le cellule epiteliali sono mantenute in uno stato di corretta
disposizione spaziale, con il medium basale (che € equivalente al fluido
extracellulare in vivo), separato dal medium apicale (che € equivalente al
lume dell’ovidutto).

[ cambiamento nel flusso ionico potrebbe essere rilevato
monitorando la differenza di potenziale transepiteliale, che rappresenta
la differenza nella concentrazione degli ioni attraverso lepitelio, e il
breve circuito di corrente (Iscc; la corrente richiesta per portare la
differenza di potenziale transepiteliale a O mV) che rappresenta la rete
attiva del trasporto ionico transepiteliale. Trattamenti di colture cellulari
epiteliali con bloccanti dei canali del cloro, o incubazioni in medium
privi di cloro riducono la differenza di potenziale e l'Iscc sensibilmente,
confermando che il flusso di ioni cloro € importante per la generazione
della differenza di potenziale e la secrezione di fluido in questo tessuto
(Downing et al., 1997; Reischl et al., 2000).

La stessa metodica € stata utilizzata per esaminare il trasporto di
non-elettroliti nel lume dell’ovidutto di coniglio. In questo modo,
Edwards and Leese (1993) hanno mostrato che il glucosio € trasportato
preferenzialmente in direzione baso-apicale mediante diffusione
facilitata. Il lattato che in parte si forma come risultato del metabolismo

del glucosio, si presenta predominante nel medium basale,
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confermando ulteriormente la polarita della preparazione. Lo stesso
fenomeno viene riscontrato nelle cellule epiteliali dell’ovidutto umano
(Dickens et al., 1996). Nel coniglio la caduta dei livelli di glucosio e di
lattato in rispondenza del polo apicale delle cellule epiteliali si manifesta
dopo tre giorni dall’accoppiamento, coincidendo con il tempo in cui in
vivo l'embrione passa dall’ovidutto all'utero. Questo decremento del
glucosio e del lattato apparentemente potrebbe essere dovuto ad una
riduzione della concentrazione di estrogeni o ad un aumento della
concentrazione di progesterone che fa seguito all’ovulazione o ad

entrambi i fenomeni (Leese et al., 2001).

1.4.2 Ormoni steroidei e volume

Diversi cambiamenti avvengono nell’lODF durante il ciclo estrale.
La sua stessa produzione pud arrivare ad essere 10 volte maggiore
durante l'estro rispetto alla fase luteinica (Gerena and Killian, 1990). La
quantita totale di ODF varia da un bovino all’altro e tra cicli diversi dello
stesso bovino (Carlson et al., 1970; Roberts et al., 1975; Killian et al.,
1989; Gerena and Killian 1990).

Gli ormoni steroidei influenzano quali-quantitativamente il fluido
tubarico, sia attraverso un’azione diretta sulle cellule epiteliali, sia
mediante un’azione indiretta agendo sul letto vascolare (Jansen, 1984).
Comunenemente, il volume di fluido prodotto dalla tuba, aumenta
durante la fase estrale, si riduce durante la fase diestrale e la

gravidanza. Infatti, nel coniglio, la produzione di fluido oviduttale ¢é

41



massima all’estro e drecresce durante la pseudogravidanza (Bishop,
1956; Richardson and Oliphant, 1981; Gott et al., 1988). Nella scimmia
¢ stato osservato un aumeto della produzione di liquido tubarico in
rispondenza dell'ovulazione (Perkins, 1974). Nel bovino, il liquido
oviduttale € prodotto in quantita di 0,2 ml al giorno nella fase diestrale e
di 2,0 ml al giorno nella fase estrale (Roberts et al., 1975).

Le cellule della porzione ampollare producono nel coniglio un maggior
volume di fluido di quelle presenti nella regione istimica, rispecchiando
la maggiore area di superficie delle cellule secernenti della regione
ampollare (Leese, 1983). Negli ovini, i trattamenti a base di estrogeni
aumentano la secrezione di fluido oviduttale, mentre il progesterone
riduce la secrezione dello stesso e antagonizza l’effetto degli estrogeni
(Mastroianni et al., 1961, McDonald and Bellvé, 1969). In conigli e
pecore ovariectomizzate, la velocita di secrezione si mantiene ad un
livello costante poco piu basso di quello osservato nella fase luteinica
del ciclo (Perkins, 1974). Il trattamento di femmine ovariectomizzate con
dosaggi bassi e costanti di estradiolo esita in un marcato aumento della
secrezione oviduttale (Leese, 2001).

I1 meccanismo con cui gli steroidi ovarici modulano la secrezione
del fluido oviduttale non € ancora completamente chiarito. Le cellule
secernenti dell’epitelio oviduttale, sia ciliate che non ciliate, sono
sensibili alle variazioni delle concentrazioni di steroidi in circolo
(Murray, 1995). Gli estrogeni inducono ipertrofia, maturazione e

aumento dell’altezza delle cellule epiteliali secernenti non ciliate e
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possono in parte ripristinare il fenotipo ciliato in vitro (Comer et al.,
1998), mentre il progesterone causa atrofia e diminuzione dell’attivita
secretoria. Tali cambiamenti nella morfologia cellulare indicano
cambiamenti nell’attivita di sintesi che contribuisce alle variazioni nella
produzione di fluido oviduttale.

Gli ormoni steroidei possono influenzare la velocita di formazione
del fluido secreto modulando il movimento degli ioni attraverso l’epitelio
oviduttale. In colture di cellule tracheali, gli ormoni steroidei regolano il
bilancio del assorbimento del Na* e della secrezione del Cl- (Zeitlin et al.,
1989) e, nei tubuli renali, gli estrogeni aumentano il trasporto di Na* e
Cl- (Verlander et al., 1998). Quindi, € verosimile che gli ormoni steroidei

abbiano un’azione simile anche sull’ovidutto (Leese et al,. 2001).

1.4.3 Effetto di modulatori non steroidei sulla

secrezione del fluido oviduttale

Nell’intestino, listamina, il fattore di attivazione piastrinico
(platelet-activating factor o PAF), le prostaglandine e ’ATP aumentano la
differenza di potenziale, lIscc e il flusso di Cl, attivando i processi
secretivi (Hardcastle and Hardcastle, 1987; Hanglow et al., 1989).
Brunton e Brinster (1971) applicando la preparazione Ussing
all’ovidutto di coniglio trovarono che la differenza di potenziale e l'Iscc
venivano aumentati rapidamente dall’adrenalina, dalla noradrenalina,
dallisoproterenolo e dalla fenileprina quando venivano inserite nel

mezzo a contatto con il versante basale dell’epitelio. Questa risposta
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veniva completamente bloccata dal propanolo, indicando la presenza di
recettori B-adrenergici e confermado la loro azione come mediatori del
segnale.

Prendendo spunto dalla capacita di queste sostanze di incrementare la
concentrazione di AMPc e individuando in questo il mediatore del
segnale, Leese e Gray (1985) e Gott et al. (1988) hanno testato l’effetto
dell’aggiunta di AMPc al medium di perfusione di ovidutti di coniglio
isolati in vitro dimostrando che AMPc e sostanze che mimavano i suoi
effetti, (tossina del colera, forskolin e la teofillina) sopprimono la
comparsa di fluido oviduttale e inibiscono la secrezione di cloro; cio € in
contrasto con quanto osservato in altri epiteli cloro secernenti in cui
I’AMPc stimola il trasporto di Cloro e acqua. Tuttatavia, una conferma
di questi dati & stata riscontrata da Dickens e Leese (1994) e da Tay et
al. (1997), che usarono una perfusione di tipo vascolare dell’ovidutto di
coniglio e di donna rispettivamente. Nell’'ovidutto della specie umana,
Tay et al. (1997) hanno mostrato che lisoproterenolo incrementa la
formazione di fluido oviduttale in modo brusco. Similmente,
l'adrenalina, addizionata al medium che bagna la superficie basale
dell’epitelio tubarico del coniglio, aumenta il flusso di cloro dalla
porzione basale verso il lume, cosi come ci si aspetta da un agonista che
stimola la secrezione (Leese et al., 2001). Contrariamente, la
supplementazione di AMPc, il presunto mediatore dell’azione
dell’adrenalina, nel medium a contatto con la superfice basale

dell’epitelio, induce un aumento del flusso di cloro dalla superfice
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apicale verso quella basale dell’epitelio, questo si traduce in un aumeto
el flusso di assorbimeto piuttosto che di secrezione nel lume
dell’ovidotto (Leese et al., 2001).

In questo tessuto, si € giunti alla conclusione che, sostanze che
incrementano ’AMPc non riescono ad alterare il flusso di cloro perché il
regolatore apicale di conduttanza tissutale-membranario (CFTR) & gia
completamente aperto alla concentrazione basale dell’AMPc.

Se i canali per il cloro sono sostanzialmente aperti alle concentrazioni
basali di AMPc, l'attivazione dei canali per il potassio Ca-dipendenti,
determinando wun’iperpolarizzazione della membrana apicale, puo
determinare una forza che determina il consegunte flusso di cloro
attraverso i canali CFTR gia aperti (Yamaya et al., 1993). In altre parole,
¢ possibile che, nell’ovidutto, 'aumento del flusso di cloro si determina
per meccanismi calcio dipendenti piuttosto che per 1’azione del’AMPc,
fornendo una spiegazione per l’azione paradossale del’AMPc nella

diminuzione della produzione del fluido oviduttale.

1.4.4 Sostanze Purinergiche

La risposta biologica all’ATP extracellulare ¢ stata documentata
praticamente nella grande maggioranza di organi e tessuti studiati
(Dubyak and El-Moatassim, 1993). Anche se presente in concentrazioni
millimolari nel citosol di tutti i tipi cellulari, concentrazioni
extracellulari estremamente basse del nucleotide sono mantenute ad

opera dell’attivita dell’ATPasi, delle fosfatasi e dalla bassa permeabilita
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del ATP attraverso il bilayer lipidico di membrana. Quindi, apprezzabili
concentrazioni extracellulari di ATP si presentano solo transitoriamente
e in risposta a stimoli o condizioni fisiologiche o patologiche. Tali
meccanismi includono lesocitosi di ATP concentrato in granuli
secretori, rilascio di ATP citosolico attraverso canali di membrana o
pori, o in seguito ad improvvisa rottura di cellule integre cosi come in
un trauma o nella morte cellulare. L’effetto dell’ATP € mediato attraverso
specifici recettori definiti recettori Ps-purinergici . Ci sono almeno 4
classi maggiori di recettori Pz-purinergici per I’ATP: recettori Pax-, Pay-,
Pou- e Po2;. I recettori Py funzionano come recettori G protein-coupled
Ca2* mobilizing ATP, i recettori del tipo Pax agiscono come ligand-gated
dei canali ionici e i recettori P2, sono associati con la formazione di pori
per ATP. In aggiunta, esiste un altro tipo di recettore G protein-coupled
Ca2*-mobilizing nucleotide, il recettore di tipo Pau. Questo recettore ¢&
funzionalmete simile, ma farmacologicamente distinto, dal recettore Pay.
Infatti per il recettore P2y, 'UTP rappresenta un agonista piu potente
dell’ATP. 1l recettore di tipo Pou si presenta con maggiore frequenza
sull’epitelio oviduttale; infatti, questo recettore potrebbe essere uno dei
piu ampiamente espressi fra i diversi tipi di recettori per ’ATP (Leese et
al., 2001). L’attivazione del recettore Poy, viene associata con un
incremento del calcio intracellulare ([Ca2+]i). Cox e Leese (1995) hanno
mostrato che I’ATP induce un transitorio aumento della differenza di
potenziale transepiteliale e della [Ca2+]i nell’epitelio oviduttale del

bovino, dato confermato da Squires et al. (1995). La comparazione degli
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effetti dell’ATP, UTP e del’ADP, mostra che i recettori coinvolti
appartengono effettivamente alla classe Pau. Effetti simili dell’ATP sono
stati riportati (Dickens et al., 1996; Downing et al., 1997) a carico
dell’epitelio tubarico del coniglio e dell'uomo. Downing et al. (1997) e
Reischl et al. (1999) hanno mostrato che gli effetti dell’ATP sono, in
parte, influenzati dagli ioni Cloro, visto che 'aumento di differenza di
potenziale transepiteliale in risposta all’ATP viene ridotto o abolito dal
pretrattamento delle cellule con sostanze bloccanti i canali del cloro.
L’aumento della secrezione del cloro risulta dipendente da un aumento
della concentrazione di [Ca2*|i determinata o da un rilascio dalla scorte
intracellulari o dall’ingresso di calcio extracellulare (Leese et al., 2001).
L’aumento del flusso transepiteliale degli ioni cloro darebbe luogo ad un
aumento della secrezione del fluido oviduttale. L'importanza funzionale
dell’azione dell’ATP non €& ben conosciuta ma potrebbe rappresentare un
sistema attraverso il quale gli spermatozoi e ’embrione, nelle prime fasi,
dialoghino con il tratto materno (Leese et al., 2001). Questa ipotesi ha
come base che gli spermatozoi e I’'embrione, nei primi stadi di sviluppo,
liberino ATP. L’interazione tra epitelio oviduttale e spermatozoi (Baillie
et al., 1997; Suarez, 1998) include l'osservazione che la frequenza del
battito ciliare delle cellule ciliate dell’epitelio oviduttale aumenta
sensibilmente dopo che gli spermatozoi vengono aggiunti al monolayer
cellulare (Morales et al., 1996). Note sono anche interazioni tra
lovidutto e l'embrione; nel hamster (Ortiz et al, 1986) e nella cavalla

(Weber et al., 1991), ’embrione infatti viene trasportato con una velocita
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maggiore rispetto agli oociti non fertilizzati attraverso l'ovidutto.
Prostaglandine e PAF rilasciati dall’embrione sono ritenuti fattori di
segnale. Fattori secreti dall’'embrione stimolano anche la frequenza del
battito ciliare delle cellule ciliate dell’epitelio oviduttale (Hermoso and
Villalon, 1995). L’ATP aumenta anche la frequenza del battito ciliare
della componente ciliata dell’epitelio oviduttale nell'uomo (Villalon et al.,
1989), un effetto associato con il transitorio incremento della
concentrazione di calcio intracellulare, indicando che L’ATP é uno dei
fattori di segnale secreti dagli spermatozoi e dall’'embrione attivi

sull’epitelio oviduttale (Leese et al., 2001) .

1.4.5 Controllo del sistema nervoso autonomo

I1 ruolo del sistema nervoso autonomo sulle funzioni dell’ovidutto
¢ stato chiarito solo in parte. I neurotrasmettitori del sistema simpatico
indubbiamente regolano le contrazioni della muscolatura liscia
dell’ovidutto, la quale a sua volta pud influenzare il trasporto
nell’ovidutto dei gameti e degli embrioni. L'innervazione dell’ovidutto
puod anche influenzare la produzione di liquido oviduttale e la secrezione
indirettamente mediante un effetto sul flusso ematico visto che questo ¢
implicato nella produzione e nel mantenimento del fluido oviduttale.
Questi fattori controllando il tono dei vasi sanguigni influenzerebbero
l'ovidutto determinandone delle variazioni nell’ambiente luminale (Leese
et al., 2001). La densa innervazione simpatico-adrenergica esercita un

controllo sulla vasocostrizione tonica e quindi sulla vascolarizzazione
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dell’ovidutto (Garcia-Pascual et al., 1996). Scarsa ¢& l'innervazione
colinergica dell’ovidutto, nonostante cio 1’acetilcolina presenta un’azione
vasodilatatrice, una possible azione sui recettori endoteliali, stimolando
il rilascio di ossido nitrico, che dilata le arteriole oviduttali. Un’alta
densita del neuropeptide Y- e un peptide vasointestinale contenuto nelle
fibre nervose, €& stato osservato in relazione ai vasi sanguigni
dell’ovidutto, ma il suo ruolo resta da stabilire (Leese et al., 2001).

In futuro sara necessario determinare l’estensione del controllo del
sistema nervoso sull’attivita secretoria dell’ovidutto e innalzare il livello
di conoscenza del sistema integrato di controllo delle funzioni oviduttali

cosi come avviene per gli epiteli degli altri tessuti (Cooke, 1994).

1.4.6 Prelievo dell’ODF

La raccolta dell’lODF a scopo sperimentale pud essere eseguita
secondo diverse metodiche. Tra queste ricordiamo la procedura di
flushing e stripping del tratto genitale (Olds and VanDemark, 1957;
Heap, 1962) e la legatura di specifiche regioni dell’ovidutto (David et al.,
1969). Comunque, il metodo d’elezione utilizzato ancora oggi ¢ quello
della cannulazione tubarica. Clewe e Mastroianni hanno sviluppato nel
1960, con la cannulazione dell’ovidutto, un metodo che permette il
prelievo continuo dell’lODF. La loro tecnica, ideata per il coniglio, & stata
presto adattata alla pecora (Restall, 1966), al cavallo (Engle et al., 1970)
ed al bovino (Carlson et al., 1970). La procedura chirurgica per la

cannulazione della tuba nel bovino € stata, inoltre, modificata affinché
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si potesse ottenere separatamente il recupero del fluido ampollare ed
istmico della stessa tuba (Kavanaugh et al., 1992). Lo sviluppo di
questa tecnica ha reso possibile il prelievo giornaliero dell’lODF e
Iindagine biochimica dello stesso durante la progressione del ciclo
riproduttivo dell’animale. Esami anatomici ed istologici di ovidutti
cannulati hanno inoltre dimostrato che la cannulazione non danneggia
l'ovidutto (Perkins et al., 1965).

L’ODF puo essere diviso, in base ai livelli di progesterone nel sangue,
durante il ciclo estrale (Killian et al., 1989), in luteale (L; progesterone
nel sangue > 1.5 ng/ml) e non luteale (NL; progesterone nel sangue <

1.5 ng/ml).

1.4.7 Composizione

Come gia sottolineato, 'ODF €& un fluido dinamico costituito in
parte da siero trasudato che dal lume vascolare oviduttale passa
allinterno della tuba (Shapiro et al., 1971) e in parte dai prodotti di
secrezione dell’epitelio oviduttale (Roberts et al., 1975; Fazleabas and
Verhage, 1986; Verhage et al., 1988; Gerena and Killian, 1990). La
composizione del liquido oviduttale € ben documentata nelle diverse
specie domestiche (Miller and Schultz, 1987; Hunter, 1988; Leese,
1988; Nichol et al., 1992; Dickens et al., 1995; Boatman, 1997; Tay et
al., 1997).

Componenti del fluido tubarico come ioni (Brunton and Brinster, 1971;

Brunton, 1972), albumina (Glass, 1969), immunoglobuline (Parr and
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Parr, 1986), glucosio e piruvato (Leese and Gray, 1985) sono
considerate derivate dal circolo ematico mentre ¢ noto che un certo
numero di proteine tubariche sono prodotte dalle cellule epiteliali
(Gandolfi et al., 1993). L’isolamento e lidentificazione, dunque, dei
costituenti del fluido oviduttale sono essenziali per elucidare il loro

ruolo durante le varie fasi del processo riproduttivo.

1.4.7.2 Composizione ionica

La composizione ionica del’lODF potrebbe essere importante per
gli eventi che si susseguono durante la fertilizzazione. La
concentrazione degli ioni nel liquido tubarico tende ad essere simile a
quella del siero in quasi tutte le specie studiate, con alcune eccezioni.
Nel liquido oviduttale umano, le concentrazioni di potassio e di cloro
risultano consistentemente piu alte di quelle sieriche (Lippes et al.,
1972; David et al.,1973; Borland et al., 1980). Similmente, i livelli di
potassio nel bovino si presentano notevolmente piu alti nel fluido
tubarico che nel plasma essendo massimi all’estro o in prossimita
dell’estro (Olds and VanDenmark, 1957a). L’alta concentrazione di
potassio nel fluido tubarico rappresenta una costante trasversale nelle
diverse specie e rappresenta un fattore importante da tenere in
considerazione nella formulazione di medium di fertilazzazione. Nel
topo, nel sistema di fertilizzazione in vitro, sono state ottenute piu
gravidanze utilizzando un medium formulato sulla composizione del

fluido oviduttale umano (HOF) che con il medium Tyrode, il quale
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contiene una bassa concentrazione di potassio. Diminuendo il potassio
dalla concentrazione presente nel fluido tubarico umano sino ai livelli
del medium Tyrode si riduce il numero degli embrioni topo competenti
per lo sviluppo (Quinn et al., 1985). Le concentrazioni di calcio a livello
istimico nel’lODF bovino si presentano signifacativamente maggiori che
nella regione ampollare in modo particolare in prossimita dell’estro e
dell’ovulazione, e aumentano oltre i livelli plasmatici all’ovulazione
(Grippo et al., 1992). Per contro, nel’lODF umano il calcio tende a essere
pia basso che nel siero (Borland et al., 1980). Nel bovino, la
concentrazione di magnesio varia in modo significativo in funzione della
fase del ciclo estrale ma non in funzione della regione dell’'ovidutto presa
in esame, e si presenta piu bassa di quella sierica (Grippo et al., 1992).
Sorprendentemente, la concentrazione di magnesio nel fluido oiduttale
della cavalla raggiunge livelli da 2 a S volte superiori rispetto ai livelli
medi registrati nel plasma (Campbell et al.,, 1979) e risulta essere
apparentemente piu alta che nelle altre specie.

Le concentrazioni di Calcio e Magnesio riscontrate nel fluido
oviduttale durante la fase non Iluteinica del ciclo estrale, sono
rispettivamente maggiori e minori a quelle riscontrate durante la fase
luteinica (Grippo et al., 1992). Il Calcio extracellulare potrebbe giocare
un ruolo fondamentale nella reazione acrosomiale. La quantita di Calcio
e Magnesio presente nel’lODF sarebbe simile a quella necessaria in vitro
per promuovere la capacitazione spermatica e la reazione acrosomiale

(Handrow et al., 1989). Un innalzamento del Potassio nei terreni di
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coltura in vitro provoca la depolarizzazione degli spermatozoi bovini

(Florman et al., 1992) e ovini (Babcock and Pfeiffer, 1987).

1.4.7.2 Substrati energetici

La concentrazione di nutrienti nel liquido tubarico € generalmente
inferiore rispetto a quella presente nel plasma (Leese and Barton, 1984),
questo suggerisce che il totale trasporto di questi attraverso 1’epitelio
tubarico avvenga mediante diffusione (Leese and Gray, 1985). Inoltre la
concentrazione delle sostanze nutritive varia in risposta allo status
endocrino del soggetto. Ad esempio la concentrazione di glucosio
nell’ovidutto suino decresce di ben dieci volte dopo l'ovulazione (Nichol
et al., 1992, 1998) e di sei volte nell’ovidutto di donna nell’intervalo
compreso tra la fase follicolare e la meta del ciclo (Gardner et al., 1996).
Glucosio, piruvato e lattato sono stati riscontrati nel fluido oviduttale di
tutte le specie che sono state esaminate (Nichol et al., 1992). La
funzione del glucosio, del piruvato, del lattato e del saccarosio &€ quella
di nutrire loocita, gli spermatozoi e l'embrione nelle prime fasi di
sviluppo, per la durata del loro viaggio attraverso l'ovidutto (Leese and
Gray, 1985).

I principali substrati energetici nel liquido tubarico sono rappresentati
dal glucosio (Brewis et al., 1992) e dal piruvato di derivazione ematica
sebbene anche il saccarosio e il lattato siano presenti. Nell’ovidutto di
coniglio il 25% del lattato ¢ filtrato dal circolo ematico e il 75% risulta

prodotto dalle cellule epiteliali a partire dal glucosio ematico (Leese and
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Gray, 1985). Anche, il piruvato puo essere sintetizzato dall’epitelio
tubarico partendo dal glucosio o dal lattato (Nichol et al., 1992).
Piruvato, lattato, glucosio e saccarosio sono trasportati nel lume
oviduttale in quantita differenti (Leese and Gray, 1985). Il glucosio
muove attraverso lepitelio mediante diffusione facilitata (Leese and
Jeffries, 1977).

Tutti i segmenti dell’ovidutto mostrano avere delle differenze
percentuali nella composizione del fluido (Nichol et al., 1992). 1l livello di
glucosio, piruvato e lattato € circa 1,8 volte piu alto nella regione
ampollare rispetto a quella istmica in conseguenza della maggiore area
di superficie dell’ampolla (Leese, 1983).

La giunzione istmico-ampollare si pensa rappresenti il sito di
fertilizzazione. Gli oociti ovulati o gli embrioni in fase iniziale
trascorrono la maggior parte della loro permanenza nell'ovidutto a
questo livello (Nichol et al., 1992). La grande emissione di glucosio nella
regione ampollare € quindi sufficiente a sostenere l'embrione fino al
momento in cui giunge in utero. I livelli di lattato e di glucosio nel fluido
oviddutale dell'uomo variano anche in funzione della fase del ciclo
estrale (Gardner et al., 1996). I livelli di glucosio nel fluido tubarico del
suino decrescono bruscamente in seguito all’ovulazione (Nichol et al.,
1992, 1998). Inoltre si € osservato che la presenza di embrioni non ha
effetto sulla concentrazione dei substrati energetici nella regione
ampollare e nella giunzione istmo-ampollare di suini sottoposti a

ovariectomia unilaterale (Nichol et al., 1998). Conseguentemente, nel
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suino la caduta della concentrazione di glucosio in seguito
all’ovulazione, non puod essere imputata ad un consumo di questo ad
opera degli oociti e degli embrioni. I livelli dei substrati energetici nel
fluido tubarico di suino sarebbero regolati da meccanismi sistemici
(Nichol et al.,1998). Contrariamente, il profilo del pH dell’ovidutto
sembra essere controllato da entrambi i meccanismi sia sistemici che
locale cosi come dalla presenza di fattori embrionali (Nichol et al.,
1997). In accordo con quanto osservato nel suino, un decremento della
concentrazione di glucosio nel liquido oviduttale del coniglio si verifica
tre giorni dopo l'accoppiamento e coincide con lingresso in utero
dell’embrione. Quindi, l'intervallo in cui il glucosio risulta necessario
allinterno dell’ovidutto non € molto ampio (Edwards and Leese, 1993).

La tabella 3 mostra le concentrazioni di glucosio piruvato e lattato del

fluido tubarico di alcune specie.

Tabella 3 Concentrazione dei substrati energetici nell’ovidutto di alcune specie
(mM/1) da Aguilar and Reyley, 2005 modificato

Scrofa
Topo Pecora Ampolla Istmo Donna Bovina Cavalla
glucosio 3,4 1,57-1,76 0,25-0,97 0,17-1,65 0,53 0,02- 2,84-5,92
0,04
lattato 4,7 1,67-2,51 3,86-6,83 4,93-6,48 8,58
piruvato 0,37 0,15 0,17-0,22 0,17-0,22 0,17
Referenze Gardner Hammer, Nichol et al., Dickens Carlson Campbell
& Leese, 1973 1992 et et al., et al.,
1990 al., 1995 1970 1979
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1.4.7.3 Lipidi

I1 Colesterolo e i fosfolipidi presenti nel fluido oviduttale
probabilmente influenzano la capacitazione spermatica, la fertilizzazione
e lo sviluppo embrionale precoce. La loro attivita si esplicherebbe
attraverso la nota azione che questi componenti hanno sulla stabilita
delle membrane cellulari; i suddetti eventi riproduttivi sono, infatti, il
risultato di fusioni di membrane, riarrangiamenti e cambiamenti di
composizione. La componente lipidica oviduttale potrebbe, quindi, avere
un ruolo chiave nel successo del processo riproduttivo (Henault and
Killian, 1993). Rispetto alla fase luteinica, durante la fase non luteinica
del ciclo, 'ambiente oviduttale presenta delle modificazioni. La quantita
di colesterolo diventa piu bassa e quella dei fosfolipidi s’innalza (Grippo
et al., 1994). Questo cambiamento nel rapporto colesterolo/fosfolipidi &
possibile influenzi positivamente la capacitazione spermatica (Davis et
al., 1979). Ehrenwald et al. (1990) hanno riscontrato nel bovino alte
concentrazioni di lipoproteine ad elevato peso molecolare (HDL) nel
fluido oviduttale prodotto nella fase estrale, favorenti l’efflusso di
colesterolo dalla membrana plasmatica degli spermatozoi. Questo
potrebbe rappresentare un primo possibile passo verso la capacitazione.

Henault e Killian (1993) ritengono che gli alti livelli di colesterolo
nella regione istmica sarebbero in grado di assicurare la stabilita della
membrana plasmatica dello spermatozoo, ed essere fonte di energia
quando lo spermatozoo sosta nellistmo durante il periodo che precede

la capacitazione e la fertilizzazione. Inoltre & stato dimostrato che il
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colesterolo agisce direttamente sulla funzione di alcune proteine di
membrana e regola, ad esempio, i trasportatori ionici associati alle
membrane che giocherebbero un importante ruolo nei cambiamenti
ionici che avvengono sul gamete maschile durante la capacitazione e la
reazione acrosomiale (Shouffani and Kanner, 1990).

Nel fluido oviduttale prelevato durante i giorni dell’ovulazione, si
riscontrano piu alte concentrazioni di lisofosfatidilcolina (Grippo et al.,
1994). Questo lipide induce la reazione acrosomiale del seme bovino in
vitro (Parrish et al., 1988) influenzando i gradienti ionici della
membrana plasmatica e inducendo la depolarizzazione (Calzada et al.,
1991).

I lipidi presenti nell’ovidutto potrebbero giocare un importante
ruolo durante lo sviluppo embrionale precoce. In vitro, gli acidi grassi
sono essenziali per la sopravvivenza degli embrioni di coniglio (Kane,
1979) e di topo (Quinn and Whittingham, 1982). I lipidi dell’ambiente
tubarico potrebbero garantire i substrati necessari agli embrioni per
sintetizzare alcuni costituenti delle membrane cellulari, come fosfolipidi

(Pratt, 1980) e steroli (Pratt, 1982).
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1.4.7.4 Amminoacidi

Gli amminoacidi presenti in grandi concentrazioni sono l’arginina,
l'alanina e il glutammato nell'uomo (Tay et al., 1997) e la glicina, il
glutammato e l’alanina nel fluido oviduttale del coniglio (Miller and
Schultz, 1987). Glicina , alanina, leucina e fenilalanina sono trasportate
in grande misura dal compartimento vascolare nel lume della tuba del
coniglio (Leese and Gray, 1985). La glicina protegge ’embrione del topo
nella fase di preimpianto dall’effetto dannoso degli ioni inorganici (Van
Winkle et al., 1990), probabilmente questo ¢ dovuto alla sua capacita di
agire come un osmolite organico. (Dawson et al., 1998). Taurina e
ipotaurina sono tra i maggiori costituenti del fluido oviduttale e giocano
un ruolo importante nella vitalita dei gameti e dell’embrione nella fase

di preimpianto (Boatman, 1997).

1.4.7.5 Proteine

Quella proteica € una delle principali componenti del ODF.
Sebbene la maggior parte delle proteine che si ritrovano nel’lODF siano
rappresentate dalle proteine del siero, primariamente dall’albumina e
dalle immunoglobuline (Shapiro et al., 1971; Leese, 1988), il contenuto
proteico totale dell’ODF € pari solamente al 5-10% di quello presente nel
siero. Questo suggerisce che il passaggio delle proteine del siero
nel’lODF é selettivo (Leese, 1988). Killian et al, (1989) hanno evidenziato

che mentre la concentrazione proteica del ODF non subisce delle
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variazioni durante il ciclo estrale, la quantita totale delle proteine
rilevate giornalmente a livello dell’lODF risulta maggiore nella fase non
luteinica rispetto a quella luteinica in funzione del significativo aumento
del volume di ODF. Lippes et al. (1981) riportano che in umana, il
volume e la concentrazione proteica del’lODF sono inversamente
proporzionali durante il ciclo mestruale. Come in tutti gli organi cavi,
anche a livelo del lume tubarico, la tonaca mucosa seleziona le molecole
che lattraversano mediante mecanismi di esocitosi ed endocitosi
(Oliphant et al., 1978). Oliphant et al. (1978) hanno dimostrato che il
passaggio delle proteine sieriche nel’lODF € inversamente proporzionale
al loro peso molecolare.

L’Albumina sierica bovina (BSA), rappresenta nell'uomo circa il
34% del contenuto proteico totale del’lODF collezionato intorno al
periodo dell’ovulazione (Lippes et al., 1981). Attraverso ['uso dell’SDS-
PAGE e della Western blot, Staros e Killian (1998) hanno identificato la
BSA come una proteina del fluido oviduttale di 74 KDa.

La BSA potrebbe essere di rilevante importanza durante la
capacitazione perché in grado di rimuovere il colesterolo dalla
membrana plasmatica dello spermatozoo (Davis et al., 1979; Suzuki
and Yanagimachi, 1989; Cross 1998). L’allontanamento del colesterolo
innescherebbe il processo della capacitazione. Eckert e Niemann (1995)
hanno dimostrato che nel bovino l'assenza di BSA nel terreno di
maturazione e fecondazione in vitro ritarda la formazione dei pronuclei e

che, quindi, la proteina € necessaria per il regolare svolgersi dell'IVF. Il
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seme di ariete puo essere, inoltre, capacitato in vitro anche in assenza di
BSA ma la velocita di capacitazione, risulta minore (Uto and
Yamahama, 1996). Nel gatto l'aggiunta di BSA al terreno di
fecondazione ha dato delle percentuali piu alte di fertilizzazione rispetto
al gruppo di controllo privo della proteina (Johnston et al., 1991). Negli
ultimi anni studi condotti sulle secrezioni dell’ovidutto hanno portato
allidentificazione di proteine specifiche di questo tratto che sono capaci
di legarsi con il gamete maschile, femminile e con gli embrioni.
Nonostante la loro funzione non sia stata ancora del tutto chiarita si
ipotizza che queste proteine giochino un ruolo importante nel corso del

processo riproduttivo.

1.4.7.5.1 Glicoproteine specifiche dell’ovidutto (OGP)

Negli ultimi anni studi condotti sulle ODF, hanno portato
allidentificazione e caratterizzazione di proteine specifiche dell’ovidutto
in diverse specie: nel topo (Kapur and Johnson, 1985; 1986), nel
hamster (Leveille et al., 1987; Oikawa et al., 1988; Abe et al., 1992), nel
ratto (Abe and Abe, 1993), nel maiale (Buhi et al., 1989), nella pecora
(Sutton et al., 1984), nel bovino (Roberts et al., 1975; Gerena and
Killian, 1990), nella capra (Gandolfi et al., 1993), nel coniglio (Barr and
Oliphant, 1981), nel babbuino (Fazleabas and Verhage,1986) e
nell'uomo (Lippes et al., 1981; Verhage et al., 1988). Nonostante la loro
funzione non sia stata ancora del tutto chiarita si ipotizza che queste

proteine giochino un ruolo importante nel corso del processo
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riproduttivo. Queste proteine, infatti, sono capaci di legame con il
gamete femminile, con gli embrioni nelle prime fasi di sviluppo (Brown
and Cheng 1986; Hedrick et al., 1987; Kapur and Johnson, 1988; Kan
et al., 1988; 1989; Gandolfi et al., 1989; 1991, Abe and Oikawa, 1990;
Boice et al., 1990a; 1992; Wegner and Killian, 1991; Abe et al., 1995a;
Staros and Killian, 1998) e con il gamete maschile (Sutton et al., 1984a;
Lippes and Wagh, 1989; McNutt et al., 1992; King and Killian,1994;
King et al., 1994; Abe et al., 1995b).

La quantita delle glicoproteine oviduttali € massima durante la
fase preovulatoria e decresce in seguito. Cosi, la sintesi e la secrezione
delle glicoproteine specifiche dell’ovidutto, si realizza in risposta alla
stimolazione degli estrogeni (Abe et al., 1998), mentre il progesterone
sembra avere scarsa influenza. Tuttavia, Sun et al. (1998) hanno
suggerito che I'LH piuttosto che gli estrogeni rappresenti lo stimolo alla
sintesi e alla secrezione delle glicoproteine specifiche dell’ovidutto. Le
glicoproteine specifiche dell’ovidutto si legano alla zona pellucida degli
oociti e degli embrioni, indicando un ruolo nelle fasi di sviluppo precoce
(Verhage et al., 1997, Staros and Killian, 1998).

Tra le proteine d’interesse che sono state recentemente
identificate nel fluido oviduttale bovino ricordiamo una proteina di 40
kDa (bOP-40) non specifica dell’ovidutto (Way et al., 1997; 1998). Essa ¢
presente nel fluido oviduttale ampollare ed istmico ed appare in piu alte
concentrazioni durante la fase luteinica del ciclo rispetto a quella non

luteinica (Way et al., 1998). Studi di immunocitochimica hanno reso
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possible la localizzazione della proteina a livello della sottomucosa della
tuba e dell'utero, ma non €& ancora ben chiaro se questi tessuti
sintetizzano bOP-40 accanto ad un trasporto selettivo della stessa dal
siero nel fluido oviduttale.

Un’altra  glicoproteina identificata €& la  Lipocalin-type
prostaglandin D  synthase (L-PGDS), enzima che catalizza
I'isomerizzazione della PGH2 in PGD2. Da studi precedenti, la proteina &
risultata essere presente in elevate quantita a livello cerebrale e negli
organi genitali maschili (Ujihara et al., 1988). Delucidazioni sulla sua
struttura primaria ’hanno resa classificabile come facente parte della
superfamiglia delle lipocaline. Le lipocaline sono una famiglia di diverse
proteine extracellulari di trasporto (come la proteina legante il retinolo,
la lactoglobulina e la proteina secretoria epididimale) che dimostrano
avere un’alta affinita di legame per piccoli ligandi idrofobici e specifici
recettori cellulari (Nagata et al., 1991). La L-PGDS ¢ stata recentemente
identificata come una proteina associata alla fertilita, di 26 kDa,
presente nel plasma seminale bovino in quantitd maggiore in tori di
fertilita superiore alla media rispetto a quelli di media e bassa fertilita
(Gerena et al., 1998).

I1 ruolo biologico della L-PGDS nella riproduzione maschile &
ancora sconosciuto. Anche se nel plasma seminale sono state
riscontrate solo piccole quantita di PGD2, una correlazione positiva €
stata comunque dimostrata tra le concentrazioni di PGDS e PGD2

(Tanaka et al., 1997). Oltre che nel plasma seminale, la L-PGDS ¢é
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presente anche nel fluido oviduttale bovino. Staros e Killian (1998) ha
identificato la L-PGDS, attraverso 1'uso dell’'SDS-PAGE e della Western
blot come una proteina del fluido oviduttale di 23 KDa. Fatta eccezione
per il bovino non ci sono altri lavori che testimonino la presenza della
proteina nel tratto riproduttivo femminile di altre specie animali. La
terza proteina dell’lODF che ricordiamo €& 1’Osteopontina (OPN). L’'OPN ¢
presente sia nellODF che nell’epitelio oviduttale (Gabler et al., 2003). E
una glicoproteina acida di secrezione con un dominio di legame
cellulare composto da GRGDS, glicina-arginina-glicina-aspartato-serina
(Oldberg et al., 1986; Wrana et al., 1989). Questo dominio € presente
anche in un ampia varieta di proteine extracellulari che legano membri
della famiglia delle integrine presenti sui recettori cellulari di superficie
(Hynes, 1992). L’'OPN lega inoltre i componenti della matrice
extracellulare (idrossiapatite) probabilmente attraverso legami non
ancora ben caratterizzati.

Anche se €& stato generalmente accettato che I'OPN si lega
primariamente agli eterodimeri integrinici avp3, sono stati recentemente
identificati altri recettori e sequenze di legame capaci di legare I’OPN.
Tra questi ricordiamo le integrine avf1, avP5, a831 (Hu et al., 1995) e
varie isoforme di CD44 (CD44v3-v6). L'interazione dell’lOPN con i domini
CD44 di superficie cellulare gioca un importante ruolo negli eventi
dell’adesione cellulare, della trasduzione di segnali, migrazione delle
cellule e attivita anti-apoptotica (Weber et al., 1996). Essa presenta

inoltre un sito di legame per il calcio e due domini di legame per
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leparina. E stata descritta come una fosfoproteina specifica di
trasformazione, come wuna proteina della matrice mineralizzata
extracellulare delle ossa e dei denti (Franzen e Heingard, 1985; Prince e
Buttler, 1987) capace di fare da ponte tra le cellule e l'idrossiapatite
(Oldberg et al., 1986) ed infine come citochina, prodotta dai linfociti

attivati e dai macrofagi (Patarca et al., 1993).

1.4.7.5.2 Glicoproteine ovidutto specifiche associate

all’estro

Tra le proteine maggiormente presenti nel’lODF al momento
dell’ovulazione ci sono le glicoproteine associate all’estro (OSGP). Queste
o altre proteine correlate sono state trovate in tutte le specie di
mammiferi studiate. Esse sono di particolare interesse in quanto é stato
dimostrato che sono in grado di legarsi ai gameti e all’embrione precoce.
Le OSGP di differenti specie mostrano una stretta omologia di sequenza,
indicando una conservazione della sequenza amminoacidica e della
struttura tra le specie. Le OSGP presentano sequenze simili alla
chitinasi, un enzima che catalizza la chitina (Sendai Y. et al., 1994;
Arias E.B. et al.,, 1994). La chitina € una glicoproteina trovata
nell’esoscheletro degli invertebrati. Sebbene le OSPG non abbiano
attivita chitinasica perché mancano di alcuni amminoacidi chiave nelle
loro sequenze, € stato ipotizzato che il sito attivo simile alla chitinasi

delle OSPG potrebbe avere la proprieta di legare gli zuccheri; cio
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risulterebbe importante per il legame delle OSPG ai gameti o
all’embrione.

Le OSPG mostrano anche molte proprieta simili alla superfamiglia delle
mucine (Malette et al., 1995a; Malette et al., 1995b). Il significato
funzionale della similitudine tra le OSPG e le mucine €& attualmente
ancora oggetto di studio, ma le ipotesi sono che esse potrebbero
ricoprire i gameti e gli embrioni o lepitelio creando una barriera
protettiva carica negativamente in grado di resistere alla digestione da
parte delle proteasi o di altri fattori.

Le analisi dei carboidrati delle OSPG hanno mostrato la presenza di
entrambi i siti di glicosilazione legati all’ossigeno (-O) e all’azoto (-N) e
per molte specie la presenza di numerose isoforme delle OSPG con
differenti gradi di glicosilazione.

11 galattosio, il mannosio, N-acetilglucosammina, N-
acetilgalattosammina, ’acido N-acetilneuramminico e il fucosio sono tra
gli altri zuccheri terminali rilevati (Vieira E.G. et al., 2000; Satoh et al.,
1995). 11 significato funzionale degli zuccheri terminali associati con le
OSPG deve ancora essere dimostrato, ma l'importanza dei carboidrati e
della glicosilazione nel creare superfici molecolari che giocano un ruolo
nel riconoscimento e nel segnale (signaling) cellula-cellula ¢ ben
conosciuto. Per esempio, € noto che i recettori del mannosio sulla
superficie degli spermatozoi umani sono stati associati con linduzione
della reazione acrosomiale e che le proteine che legano i carboidrati

sulla superficie dello spermatozoo sembrano essere coinvolte nel

65



collegamento tra lo spermatozoo e i carboidrati terminali sulla zona
pellucida dell’oocita (Benoff S., 1997). Inoltre €& chiaro che i
glicoconiugati giocano un ruolo importante nel legare gli spermatozoi
all’epitelio dell’ovidutto per formarne una riserva (Suarez S.S., 1998).
Nel hamsters, la porzione carbonilica della glicoproteina puo mediare
l'aderenza degli spermatozoi all’epitelio della porzione istmica
dell’ovidutto (Demott et al., 1995). Il legame delle OSGP puo migliorare
la fertilizzazione (Martus et al., 1998) in quanto ¢ stato mostrato che
sono in grado di migliorare la capacitazione spermatica e il legame con
la zona pellucida e facilitano la penetrazione degli spermatozoi (Abe and
Hoshi, 1997; Verhage et al., 1997).

Nel hamster le OSGP associate sia con gli oociti che con gli
spermatozoi potrebbero migliorare la penetrazione e la fertilizzazione
influenzando la fase della secrezione degli enzimi acrosomiali, o di
degradazione (Boatman and Magnoni, 1995). Hunter (1994) ha proposto
che, incrementando la viscosita del fluido luminale, le glicoproteine
oviduttali potrebbero stabilizzare il microambiente nelle immediate
vicinze dei gameti e dell’lembrione, prevenendo la dispersione di
nutrienti essenziali e di ioni, in particolare durante il battito ciliare o le
contrazioni muscolari. Questo aumento di viscosita proteggerebbe
I'embrione dai repentini cambiamenti osmotici e dalle fluttuazioni dei
costituenti del fluido luminale, riducendo in prossimita dell’embrione la
rapidita delle variazioni del microambiente. L’aumento di viscosita del

fluido oviduttale, potrebbe anche ridurre le perdite di fluido oviduttale
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nella cavita peritoneale. Sebbene le OSGP siano state esaminate in
dettaglio, il loro ruolo fisiologico resta elusivo.

Visto che gli oociti, gli spermatozoi e gli embrioni possono
sopravvivere in vitro, € logico postulare una funzione putativa per
queste glicoproteine presenti solo in vivo. Un’ipotesi potrebbe essere
legata alla necessita di una protezione immunologia che € richiesta in
vivo ma non in vitro. Infatti, Oliphant et al. (1984) hanno suggerito che
il fluido oviduttale del coniglio conterrebbe un inibitore dell’attivita del
complemento, che eviterebbe limmobilizzazione degli spermatozooi, e
questa inibizione potrebbe essere attribuita a glicoproteine solforate
ovidutto specifiche.

Gerena e Killian (1990) hanno identificato due proteine specifiche
dell’ovidutto attraverso la cannulazione tubarica degli animali; una
proteina di 47KDa, presente durante tutto il ciclo estrale ed un’altra, di
80-95 kDa, presente in elevate concentrazioni solo nei tre-quattro giorni
attorno al periodo dell’ovulazione. Diverse OSPG sono state osservate in
numerose specie come: nel coniglio (Urzua et al., 1970), nella scimmia
(Mastroianni et al., 1970), nella pecora (Sutton et al ., 1984), nel topo
(Kapur and Johnson, 1985), nel maiale (Brown and Cheng, 1986; Buhi
et al., 1989), nel babbuino (Fazleabas and Verhage, 1986), nell’ uomo
(Lippes et al., 1981; Verhage et al., 1988), nel bovino (Boice et al., 1990;
Gerena and Killian, 1990) e nel cavallo (Willis et al., 1994).

Una correlazione tra la comparsa delle OSPG nel fluido oviduttale

e la fase estrale del ciclo ¢ stata descritta in molte specie. II numero
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delle OSPG presenti nell’ovidutto sembra dipendere dalla specie. In
molte delle specie studiate esiste solo una di queste proteine glicosilate:
nel topo quella da 215 KDa (Horvat et al., 1992), nel babbuino da 120
KDa (Fazleabas and Verhage, 1986), nell'uomo da 130 KDa (Verhage et
al., 1988), nel bovino da 97 KDa (Gerena and Killian, 1990) e nel cavallo
da 50 KDa (Willis et al., 1994). Nella pecora e nel maiale, invece, € stata
identificata piu di una OSPG. Gandolfi et al. (1989) hanno, infatti,
descritto una proteina di 92 KDa e una di 46 KDa presenti nell’ovidutto
durante i primi quattro-cinque giorni dopo l’estro. Buhi et al. (1989)
hanno identificato tre proteine specifiche dell’ovidutto, apparentemente
di 335, 115 e 85 kDa presenti solo durante il proestro, l'estro e il
metaestro. Queste stesse sono risultate assenti durante gli altri giorni
del ciclo.

Parziali o complete sequenze di DNAc per le OSPG sono state
ottenute in diverse specie. E stato visto che queste proteine facilitano la
capacitazione spermatica, aumentano la capacita fecondante del seme
(King et al., 1994), sono positivamente coinvolte nel mantenimento della
motilita spermatica (Abe et al., 1995) e migliorano la sopravvivenza
embrionale (Nancarrow and Hill, 1994).

Utilizzando fluido oviduttale arricchito con OSPG, Hill et al. (1992)
hanno riscontrato un miglioramento nello sviluppo embrionale. Ulteriori
evidenze vengono dagli studi di Archibong et al., (1989) che hanno
dimostrato come lo sviluppo di embrioni di maiale fino allo stadio di

blastocisti & superiore in embrioni messi in coltura con ODF suino non
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luteale rispetto a quelli in ODF della fase luteinica. Anche se non ¢ stato
dimostrato che I'ODF non luteale conteneva OSPG, é certo che le OSPG
sono presenti in alte concentrazioni durante la fase non luteinica e
questo porterebbe a pensare che le OSPG possano essere uno dei fattori

responsabili dell’aumento della percentuale di produzione embrionale.

1.4.8 Associazione delle proteine dell’ODF con i gameti

Le proteine dell’lODF interagiscono sia in vivo che in vitro con i
gameti maschile e femminile di diverse specie. Secondo gli studi di
Voglmayr e Sawyer (1986), nella pecora cinque proteine dell’lODF (140,
95, 78, 66 e 55 KDa) legano il gamete maschile. Lippes e Wagh (1989)
hanno dimostrato che una glicoproteina oviduttale umana di 54 KDa ¢
capace di legarsi alla testa dello spermatozoo. Nel bovino €& stato
osservato che cinque proteine dell’lODF (90, 66, 53, 34 e 24 KDa) si
legano al gamete maschile (McNutt et al., 1992) e le modalita di legame
non differiscono in base allo stadio del ciclo o alla regione (Rodriguez
and Killian, 1998). King e Killian (1994) hanno dimostrato che la OSPG
bovina (90-95 KDa) si lega alla testa e alla porzione centrale dello
spermatozoo. Abe et al. (1995) hanno invece osservato che la OSPG
bovina si lega alla regione posteriore della testa, alla porzione centrale e
alla coda dello spermatozoo.

Le proteine dell’ODF interagiscono anche con il gamete femminile

e gli embrioni. Nel topo, € stato trovato che una OSPG di 215 KDa si
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lega agli oociti ovulati ed agli embrioni, ma non si lega agli oociti
preovulatori, suggerendo che l'interazione con questa proteina in vivo
avviene allinterno dell’ovidutto (Kapur and Johnson, 1985). Per di piu
questa stessa glicoproteina € stata trovata specificatamente nello spazio
perivitellino di oociti ovulati e di embrioni (Kapur and Johnson, 1986).
Nel maiale una proteina superiore ai 200 KDa e una di 90 KDa si
associano con la zona pellucida (ZP) di oociti ovulati (Brown and Cheng,
1986). Nella pecora, una proteina di 46 KDa si associa con la ZP di
oociti ovulati. Nella stessa specie una glicoproteina di 92 KDa si ritrova
a livello di ZP, spazio perivitellino, e membrane dei blastomeri (Gandolfi
et al.,, 1989). Le OSPG sono presenti anche sulla ZP, nello spazio
perivitellino e sulla membrana vitellina di oociti ovulati ed embrioni
precoci di babbuino (Boice et al., 1990). La OSPG del bovino si ritrova
sulla ZP, nello spazio perivitellino, e sulla membrana vitellina di oociti
sia in vivo che in vitro e rimane associata con la ZP di embrioni
recuperati con flushing dall'utero (Wegner and Killian, 1991).

Nel bovino fatta eccezione per 'OSPG il ruolo delle rimanenti
proteine dell’ovidutto deve ancora essere investigato, sebbene la loro
presenza a questo livello suggerisce che siano coinvolte nella

fertilizzazione e nello sviluppo embrionale precoce.
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1.4.9 Funzioni dell’ODF.

Numerosi lavori offrono una visione collettiva delle funzioni
dell’ovidutto e delle componenti trovate nelle sue secrezioni (Bavister,
1988; Leese, 1988; Nancarrow and Hill, 1994; Buhi, 2000). McNutt e
Killian nel 1991 (McNutt e Killian, 1991) hanno dimostrato che il seme
bovino si capacita piu rapidamente nel fluido oviduttale non luteale (NL)
rispetto a quello luteale (L) e che il fluido oviduttale sostiene la motilita
spermatica.

Nel 1995, ad opera di Grippo et al. (1995), sono state valutate la
motilita, la capacitazione e I’'abilita fecondante del seme eiaculato di toro
previamente incubato in presenza di ODF ampollare ed istmico luteale
(ODF-AL/IL) e ODF ampollare ed istmico non luteale (ODF-ANL/INL).
E’stato visto che I'ODF-INL sopprime la motilita spermatica dando
supporto all’ipotesi che listmo ha, tra le altre funzioni, quella di
mantenere gli spermatozoi in uno stato quiescente (Grippo et al., 1995).
Inoltre il numero di spermatozoi che € stato in grado di andare incontro
alla reazione acrosomiale, dopo induzione della stessa con
lisofosfatidilcolina, € risultato superiore in questo gruppo rispetto gli
spermatozoi incubati in ODF-ANL (Topper et al., 1999). Quanto detto
conferma lipotesi che listmo €& anche il luogo d’elezione per la
capacitazione spermatica. Inoltre Grippo et al. (1995) hanno osservato
che un maggior numero di spermatozoi € in grado di legarsi all’oocita
quando il seme & previamente incubato in fluido oviduttale istmico

rispetto a quello oviduttale ampollare. Gli spermatozoi incubati, invece,
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in ODF-ANL hanno dato percentuali di fertilizzazione piu alte rispetto a
quelli incubati in ODF-INL. Questo porta a pensare che a livello
ampollare gli spermatozoi vengono preparati a penetrare la cellula uovo.
Nel 1997 Way et al. hanno riproposto in vitro, la naturale sequenza di
esposizione in vivo al fluido oviduttale dei gameti prima della
fecondazione: gli oociti sono stati prima esposti al fluido oviduttale ANL
e poi a quello INL, mentre gli spermatozoi sono stati prima incubati in
ODF-INL e poi in ODF-ANL. In vivo infatti, 'oocita incontra prima le
secrezioni ampollari mentre gli spermatozoi sono prima esposti alle
secrezioni dell’istmo. Mimando in vitro la naturale successione degli
eventi in vivo, Way et al. hanno ottenuto una riduzione del numero di
spermatozoi che si legava all’oocita ed un aumento nelle percentuali di
fertilizzazione. Il minor numero di spermatozoi capace di legare l’oocita,
pertanto, potrebbe avere la funzione di ridurre lincidenza di

polispermia.
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PARTE SPERIMENTALE
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2 Scopo della tesi

L’obbiettivo della presente tesi € stato quello di caratterizzare il
fluido oviduttale (porzione ampollare) della bufala attraverso lo studio
della dinamica di secrezione in diverse fasi del ciclo estrale e nei soggetti
aciclici.

In particolare si € provveduto a caratterizzare la componente
energetica (glucosio, piruvato e lattato), ionica (sodio, potassio, cloro,
calcio, magnesio, fosfati), lipidica (fosfolipidi totali) e proteica (proteine

totali e glicoproteine).
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3 Materiali e metodi

Per I’ espletamento della presente prova si € provveduto a
richiedere 1’ autorizzazione ministeriale secondo quanto previsto dal
D.L. 116/92.

Sono state scelte per la cannulazione dell’ ovidutto 10 bufale
pluripare, ad una distanza dal parto di circa 15 giorni e in cui sono
state verificate, attraverso I’ esame ginecologico, le condizioni sanitarie

dell’ apparato genitale e dell’ovidutto in particolare.
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3.1 Cannulazione dell’ovidutto

La cannulazione dell’ ovidutto € avvenuta utilizzando la tecnica
operatoria descritta da Kavanaugh et al. (1992) e modificata per la
specie bufalina in considerazione delle ridotte dimensioni dell’ apparato
riproduttivo della specie in esame rispetto a quella bovina (Vittoria,

1997).

3.1.1 Preparazione del catetere

Il catetere a doppia anima utilizzato per la cannulazione consiste
in un tubo di polietilene (Intramedic PE-60, Clay Adams) del diametro
interno di 0,76 mm ed esterno di 1,22 mm e della lunghezza di 97 cm
inserito in un tubo di silastic medical-grade (602-205, Dow Corning),
della lunghezza di 87 cm, avente diametro interno di 1,02 mm e esterno
di 2,16 mm.

Per permettere I’ inserimento del catetere di polietilene all’ interno
del catetere di silicone, quest’ ultimo € stato immerso in xilene per 15
minuti primi, in modo da determinarne la dilatazione. Il catetere di
polietilene € stato rapidamente inserito all’ interno di quello siliconico e
successivamente posto ad asciugare all’ aria sotto cappa a flusso
laminare per alcuni giorni. Sull’ estremita del catetere a doppia anima
cosli costruito, a partire da una distanza di circa 5 mm dall’estremita del

catetere, mediante I’ utilizzo di una siringa ipodermica munita di un ago
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di 21-gauge sono state applicate, intervallate da 1 cm di distanza, tre
gocce di una miscela adesiva ottenuta miscelando in parti uguali xilene
e silastic medical adhesive silicon type A (Dow Corning), per garantire I’

ancoraggio dei punti di fissazione del catetere all’ ovidutto (Figura. 1)

Figura 1 Estremita ampollare del catetere a doppia

anima con punti di ancoraggio

3.1.2 Apparato di raccolta e stoccaggio del campione

Il sistema di raccolta € costituito da diversi componenti e
precisamente (Fig.2):
a) tappo della cryogenic vial;
b) due tubicini di acciaio inossidabile;
c) una vial di raccolta;

d) un catetere di sfiato con filtro.
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Figura 2 Apparato di raccolta dell’ODF

I due tubi di acciaio inossidabile, di 15 e 20 gauge
rispettivamente, attraversano il tappo e vengono cementati con questo
mediante 1’ uso di silicone II caulking (Dow Corning). Il catetere di sfiato
fornito di apposito filtro, viene inserito sul tubo in acciaio di 20 gauge
mentre I’ estremita libera del catetere a doppia anima viene inserita su
quello da 15 gauge avendo cura che la parete di questo si inserisca per
tutta la lunghezza della porzione esterna del tubo di acciaio fra il
catetere di polietilene e quello di silicone. In questo modo il catetere di
polietilene viene a scorrere all’ interno di quello di acciaio fino a
sboccare all’ interno della vial. L’ apparato di raccolta viene assicurato
all’ animale mendiante una tasca di raccolta in tessuto traspirante,
applicata a livello della fossa del fianco mediante 1’ utilizzo di tag cement
(Tag Cement, NASCO, fort Atkinsons, WI).

I campioni di ODF sono stati raccolti, giornalmente, in
cryogenic vials in polietilene del volume di 2 ml (Dow Corning)
applicate all’ estremita libera del catetere, catalogati e stoccati in

azoto liquido fino al momento delle analisi.

78



3.1.3 Procedura chirurgica

Precedentemente all’intervento, ogni soggetto € stato esaminato
mediante palpazione rettale (Figura 3), per sincerarsi che le
dimensioni e i rapporti spaziali dell’ utero permettessero una corretta
manipolazione dell’ ovidutto attraverso la successiva breccia
operatoria.

Sull’animale in decubito costale sinistro, opportunamente
sedato e anestetizzato localmente, mediante 'uso di acepromazina,
xilazina al 2% e lidocaina al 5%(Figura 4), anteriormente e
parallelamente al tensore della fascia lata € stata effettuata una
incisione della cute di circa 20 cm discontinuando i piani sottostanti
ed il peritoneo (Figura 5) e si provveduto all’ esteriorizzazione
dell’apice del corno uterino (Figura 6) destro e della relativa salpinge
(Figura 7) . A livello ampollare mediante l'ostio infundibulare
dell’ovidutto € stato inserito il catetere (Figura 8) a doppia anima in
direzione infundibulo-istmica per circa 3 cm provvedendo al suo
ancoraggio mediante tre punti di sutura distanziati di circa 1 cm I’
uno dall’ altro (Figura 9), avendo cura di verificare la pervieta del
catetere stesso mediante I’ immissione di soluzione fisiologica
allinterno del catetere provvisoriamente ancorato all’ovidutto
mediante pinze bull dog. Fissato il catetere, 1’ utero ¢ stato

riposizionato nella sua posizione fisiologica (Figura 10).
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L’ estremita libera del catetere € stata fatta fuoriuscire a livello della
regione del fianco attraverso la breccia operatoria. Infine il catetere &
stato collegato al sistema di raccolta precedentemente descritto e la
sua parte libera unitamente alla vial di raccolta inserita nella tasca

cementata nella regione del fianco.
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Figura 3 Palpazione evalutazione Figura 4 preparazione del campo
Pma= & operatorio

Figura 5 Breccia operatoria
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Figura7 Esteriorizzazione dell’ ovidutto e individuazione della porzione
ampollare
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3.2 Raccolta dei campioni

Dopo la cannulazione, gli animali sono stati monitorati
giornalmente e la vial contenente il fluido oviduttale prodotto nelle
24 ore precedenti rimossa e sostituita con una nuova, previa pulizia
del sistema di raccolta mediante 1'uso di etanolo al 70% preparato
con acqua bidistillata.

Ciascuna vial € stata identificata e catalogata mediante un
codice alfanumerico apposto sulla stessa costituito da una lettera
identificativa dell’animale e di un numero progressivo e sequenziale
indicante il prelievo giornaliero del liquido oviduttale a partire dal
giorno dell’ intervento. I campioni cosi raccolti, sono stati
immediatamente congelati e stoccati in azoto liquido fino al momento

delle analisi.
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3.3 Valutazione della ciclicita e induzione del

calore

A partire dalla cannulazione, ogni 5 giorni € stato prelevato un
campione di sangue dalla vena giugulare mediante 1'uso di vacutainer
eparinizzati. Sul plasma raccolto, previa centrifugazione, si ¢ effettuato
il dosaggio del P4 con metodica RIA. In funzione dei valori ottenuti &
stato possibile valutare lo stato di ciclicita dei soggetti. Concentrazioni
ematiche di P4>1,5 ng/ml sono state considerate indicative della
presenza di un corpo luteo funzionante (Zicarelli et. al., 1997). La
sincronizzazione dell’estro, ottenuta con la somministrazione di una
dose di prostaglandina (375 pg; Prosolvin®, Intervet) per via
intramuscolare, ¢ stata effettuata su 4 bufale che avevano presentato in
almeno due prelievi valori di P4 superiori a 1,5 ng/ml.

Al fine di valutare in maniera indiretta l’evento ovulatorio, in
seguito alla somministrazione delle prostaglandine, si € provveduto ad
effettuare prelievi di sangue, mediante 'uso di vacutainer eparinizzati,
ogni due ore per monitorare le concentrazioni ematiche di LH. In
funzione del picco di LH, l'ovulazione é stata stimata a circa 35,5 ore dal
picco stesso (Seren et al., 1994; Porto-Filho et al., 1999; Porto-Filho,
2000).

Il ricorso alla valutazione indiretta dell’ovulazione, mediante

dosaggio ormonale € risultato indispensabile, in quanto la tecnica dell’
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esame ecografico per via trans-rettale, comportava concreti rischi di
ablazione del catetere dall’ostio tubarico.

Mediante il protocollo riportato € stato dunque possibile
suddividere gli animali in ciclici ed aciclici, e su questi ultimi
individuare le diverse fasi del ciclo estrale e in particolare:

a) fase diestrale (P4 > 1,5 ng/ml);

b) fase pre-ovulatoria (dalla caduta del P4 < 1,5 ng/ml fino all’
ovulazione presunta);

c) fase ovulatoria (ovulazione prevista in funzione del picco di LH);

d) fase post-ovulatoria (dall’ovulazione alla risalita dei livelli ematici di

P4 al disopra di 1,5ng/ml).
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3.4 Preparazione del campione e analisi

biochimiche

I campioni sono stati rimossi dall’ azoto e scongelati in ghiaccio
a temperatura costante. Previa misurazione, ogni campione, € stato
trasferito in un’ eppendorf da 2 ml e centrifugato a 1400 rpm per 15
minuti per permettere la sedimentazione di eventuali cellule di
sfaldamento dell’epitelio tubarico che altrimenti avrebbero potuto
interferire con le determinazioni. Il fluido cosi trattato € stato
recuperato e suddiviso in 2 aliquote. Per ciascun campione, la prima
aliquota del volume di 120ul & stata posta in un’ eppendorf da S00ul
e destinata alla determinazione delle concentrazioni di glucosio,
piruvato e lattato, mentre la seconda aliquota, costituita da tutto il
liquido oviduttale restante, € stata caricata in eppendorf da 2 ml
posta in cryo box e stoccata -80°C fino al momento delle analisi per
la determinazione dei valori di sodio, potassio, cloro, calcio,

magnesio, fosfati, fosfolipidi e delle componenti proteiche.

3.4.1 Misurazione del volume

Dopo scongelamento in ghiaccio, il volume di ogni campione
(ml/24h) é stato misurato ad una temperatura di 4°C, mediante 1’

utilizzo di siringhe ipodermica monouso da 1 ml tipo insulina.
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3.4.2 Ioni

Preliminarmente all’utilizzo delle cryogenic vials in polietilene
(Dow Corning) si € provveduto a valutare la non interferenza di queste
con le concentrazioni ioniche dei liquidi in esse contenuti. A tal fine,
soluzione fisiologica sterile e acqua bidistillata, previa registrazione delle
concentrazioni ioniche, sono state caricate ognuna in 10 vial, congelate
e stoccate in azoto. I campioni scongelati sono stati sottoposti ad analisi
confermando !’ ininfluenza del sistema sulle concentrazioni ioniche dei
liquidi in esse contenuti. Le aliquote di ODF, stoccate a -80°C sono
state scongelate in ghiaccio a temperatura costante e sottoposte ad
analisi mediante 1’ utilizzo di Kodak-Ektachem 700XR C series
electrolyte analyzer (Kodak Rochester, NY USA) per la determinazione di

Sodio , Potassio, Cloro, Calcio, Magnesio, Fosfati.

3.4.3 Carboidrati

Per ogni campione I’ aliquota destinata alla determinazione di
glucosio, del piruvato e del lattato € stata esposta ad una temperatura
di +80°C per 5 minuti primi, al fine di inattivare temporaneamente il
pool enzimatico presente nel liquido oviduttale e evitare cosi
interferenze nelle letture. Il campione é stato quindi spinnato per 30
minuti secondi e, riportato a temperatura ambiente, immediatamente
sottoposto ad analisi.

Le determinazioni della concentrazione degli zuccheri sono state

eseguite mediante saggio enzimatico-colorimetrico, utilizzando uno
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spettrofotometro a UV modello Perkin Elmer precisely Lambda 25
UV/VIS SPECTROMETER® e reagenti Sigma-Aldrcih®. L’analisi
Spettrofotometrica UV, & stata eseguita in modalita Time-Drive per un
tempo di 25 minuti primi per ogni singola determinazione ad una
lunghezza d’ onda di 340 nm. Soluzioni note a concentrazioni differenti
di glucosio, piruvato e lattato, sono state preparate utilizzando
soluzione fisiologica sterile come solvente al fine di confrontare
l'eventuale variazione delle concentrazioni stesse durante le fasi di
congelamento e stoccaggio. Le concentrazioni delle soluzioni cosi
ottenute, sono state determinate con la stessa metodica utilizzata per i
campioni di ODF. Le soluzioni sono state quindi aliquotate in cryogenic
vials in polietilene del volume di 2 ml (Dow Corning) e congelate in azoto
nello stesso contenitore utilizzato per lo stoccaggio dei campioni. Dopo
un periodo di circa 2 anni le aliquote sono state scongelate e analizzate.
Non sono emerse dall’analisi effettuata variazioni rilevanti nelle
concentrazioni delgli zuccheri esaminati. Pertanto € possibile affermare
che la metodica di congelamento, stoccaggio e scongelamento utilizzata
non apporta variazioni alle concentrazioni di zuccheri in esame.

Per quanto riguarda il lattato, lo scarso volume di ODF recuperato
dagli animali aciclici, non ha permesso la determinazione della
concentrazione dello zucchero su un numero di campioni

rappresentativo.
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3.4.4 Fosfolipidi

La determinazione diretta della concentrazione dei fosfolipidi &
stata eseguita mediante saggio enzimatico-colorimetrico, utilizzando
uno spettrofotometro a UV modello Perkin Elmer precisely Lambda 25
UV/VIS SPECTROMETER® e il kit Phospholipids ref. 17320 della
Sentinel Diagnostics®. L’analisi Spettrofotometrica UV, & stata eseguita

a 37°C ad una lunghezza d’ onda di 520 nm.

3.4.5 Proteine

L’ analisi della componente proteica dell’ ODF & stato eseguita
mediante il sistema automatizzato Agilent 2100 Bioanalyzer®,
utilizzando il kit di reagenti Agilent Protein 230 (n. 5067-1517) della
Agilent Technologies® secondo le metodiche indicate dalla casa
produttrice. Si € quindi ottenuta la concentrazione proteica del
campione, il quantitativo totale di proteine presenti nel campione, la
separazione in funzione del peso molecolare delle proteine presenti
mediante migrazione elettroforetica, la concentrazione di ogni singola

proteina mediante elettroferogramma.
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3.5 Analisi Statistica

Le differenze circa il volume, le concentrazioni e le quantita totali
della componente energetica, ionica, lipidica e proteica del fluido
oviduttale raccolto nelle diverse fasi del ciclo estrale (diestrale, pre-
ovulatoria, ovulatoria, post-ovulatoria) e tra i soggetti aciclici e quelli

ciclici sono state testate mediante il Test t di Student a due code.
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Risultati
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4.1 Volume

La produzione di ODF, ¢ risultata condizionata dalla fase del
ciclo estrale presentando un andamento periodico (Grafico 1).

I1 volume (ml/24h) di ODF é& risultato significativamente
maggiore nei soggetti ciclici rispetto a quelli aciclici (0,60£0,50 vs 0,27 +
0,36; P<0.001). E’ interessante notare che la ciclicita di produzione é&
stata riscontrata anche nei soggetti aciclici con una periodicita che va
dai 4 agli 8 giorni e che risulta indipendente dai livelli di progesterone

dosati nel sangue (Grafico 2).

Grafico 1. Andamento del volume di liquido oviduttale prodotto ml/24h in
funzione dei livelli di progesterone ematici in soggetti ciclici.
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Grafico 2. Andamento del volume di liquido oviduttale prodotto ml/24h in
funzione dei livelli di progesterone ematici in soggetti aciclici.
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Analizzando i dati relativi alle diverse fasi prese in esame

(diestrale, preovulatoria, ovulatoria e post ovulatoria), nei soggetti in cui

sono stati

indotti cicli brevi attraverso la somministrazione di

prostaglandine, € stato osservato che la produzione di fluido oviduttale

aumentava progressivamente fino a presentare valori massimi al

momento dell’ ovulazione (Grafico 3).
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Grafico 3. Andamento del volume di ODF prodotto nelle 24h (ml/24h)

in funzione della fase del ciclo in soggetti ciclici sincronizzati.

Diestrale

Pre-ovulatoria

Ovulatoria

Post-ovulatoria

@ volume

0,39

0,79

0,96

0,61

AB valori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.01
ab,c yvalori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.05

Esiste, comunque, una notevole variabilita del volume nelle diverse fasi

considerate. Tale variabilita € risultata particolarmente elevata nelle fasi

diestrale e pre-ovulatoria (Tabella 4).

Tabella 4. Coefficienti di variabilita (%) del volume di ODF raccolto durante le
fasi del cilco esaminate.

Fase Volume
Diestrale 108
Pre-Ovulatoria 86
Ovulatoria 58
Post-Ovulatoria 53
Totale 86
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4.2 Ioni

Le concentrazioni di calcio, potassio, sodio, cloro, magnesio e dei

fosfati non hanno presentato differenze significative nel confronto fra

animali ciclici ed aciclici. Tuttavia le concentrazioni di K, Mg e fosfati,

tendono ad essere maggiori nei soggetti ciclici rispetto agli aciclici

(Grafici 4; 5; 6).
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Grafico 4. Confonto delle concentrazioni di Calcio e di Potassio

nell' ODF fra soggetti ciclici e aciclici.
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Grafico 5. Confonto delle le concentrazioni di Sodio e Cloro nell' ODF fra soggetti

ciclici e aciclici.
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Grafico 6. Confonto delle concentrazioni di Magnesio e Fosfati nell' ODF fra

soggetti ciclici e aciclici.
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Nei

soggetti ciclici,

il cloro ha presentato un andamento

caratterizzato da una leggera flessione nel passaggio dalla fase diestrale
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a quella pre-ovulatoria, per poi aumentare (P<0.05) nella fase ovulatoria

e ridursi nuovamente nella fase post-ovulatoria (Grafico 7) (Tabella 5).
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mmol/L
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114

Grafico 7. Variazioni della concentrazione del Cloro nell' ODF durante le fasi del
ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati.
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mc
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119

127

122

AB valori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.01
a,b, yalori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.05

Sodio, calcio e fosfati, hanno presentato un andamento simile

(Grafici 8;9;10).

Le concentrazioni sono risultate massime in corrispondenza della

fase ovulatoria, laddove potassio e magnesio hanno presentato un

punto di flesso (Tabella 5).
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Grafico 8. Variazioni della concentrazione del Sodio nell' ODF durante le fasi del
ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati.
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Grafico 9. Variazioni della concentrazione del Calcio nell' ODF durante le fasi del
ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati.

3,50

3,00

2,50

2,00

mmol/L

1,50

1,00

0,50 —

0,00

Diestrale Pre-ovulatoria Ovulatoria Post-ovulatoria

‘l Ca 2,88 2,51 3,13 2,74

AB valori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.01
a,b, valori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.05



Grafico 10. Variazioni della concentrazione dei Fosfati nell' ODF durante le fasi del
ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati.
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Tabella 5. Concentrazione (media * dev.st) degli ioni Sodio, Potassio, Cloro,

Calcio, Magnesio, Fosfati e confronto tra le fasi del ciclo esaminate in soggetti
ciclici sincronizzati.

Fase Na K Cl Ca Mg Fosfati

mmol/l | mmol/l | mmol/1 mmol/1 mg/dl mg/dl

Diestrale 12945 | 5.11£1.78 | 121472 | 2.8810.312 | 1.41+0.35 | 0.88+0.18

Pre-

130+11 | 5.2942.15 | 119482 | 2.51+£0.244b | 1.45+£0.72 | 0.94+0.14
ovulatoria

Ovulatoria | 133+42 | 4.61+0.47 | 127+4b | 3.13+0.322B | 1.43+0.49 | 1.01+0.35

Post-

128+5b | 5.27+1.65 | 122152 | 2.74+0.92 | 1.47+0.73 | 0.86£0.27
ovulatoria

AB valori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.01
a,b, yalori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.05

Potassio e Magnesio, infatti, hanno presentato una concentrazione

massima in corrispondenza della fase pre-ovulatoria (Tabella 5). Va
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tuttavia ricordato che le differenze interfase di potassio, magnesio e

fosfati non raggiungono la significativita.
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4.3 Carboidrati

Le concentrazioni del glucosio (P<0.01) e del piruvato (P<0.05)
sono risultate significativamente piu basse nei soggetti aciclici quando
confrontati con quelli ciclici indipendentemente dalla fase estrale

considerata (Grafico 11).

Grafico 11. Confonto fra le concentrazioni di Glucosio e Piruvato nell' ODF
fra soggetti ciclici e aciclici.
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AB valori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.01
a,b yalori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.05

Confrontando le concentrazioni di glucosio nei soggetti ciclici, si €
osservato un trend crescente nel passaggio dalla fase diestrale a quella
pre-ovulatoria e da questa a quella ovulatoria, per poi avere un
inversione dell’ andamento con riduzione della concentrazione nella fase

post ovulatoria (Grafico 12).
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Grafico 12. Variazioni della concentrazione di Glucosio nell' ODF durante le
fasi del ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati.
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Analogo andamento € stato osservato nel quantitativo totale di glucosio

presente nell’ ODF durante le diverse fasi in esame (Tabella 6).

Tabella 6. Quantitativo totale (mediatdev.st) dei substrati energetici presenti
nell’ODF di soggetti ciclici sincronizzati

Glucosio Piruvato Lattato
umol 24 h |umol24 h umol 24 h
Fase
Diestrale 0,01+0,012 | 0,04+0,03A 0,560,482
Pre-ovulatoria 0,05+0,07 | 0,11+0,10BCa | 1,01+0,70ab
Ovulatoria 0,07£0,10* | 0,11+0,08B 1,66+£1,51P
Post-Ovulatoria | 0,02+0,042b | 0,04+0,04ACb | 0,52+0,93a

AB valori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.01
a,b yalori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.05
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Nel caso del piruvato, sebbene le differenze di concentrazione non
abbiano raggiunto valori significativi tra le fasi (Grafico 13), le quantita
totali presenti nel’lODF hanno confermato il trend presentato dal
glucosio, esprimendo quantitativi maggiori nelle fasi pre-ovulatoria e

ovulatoria rispetto a quella diestrale e post-ovulatoria (Tabella 6).

Grafico 13. Variazioni della concentrazione di Piruvato nell' ODF durante le
fasi del ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati.
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Nelle bufale cicliche & stato osservato un progressivo aumento
della concentrazione di lattato, per altro statisticamente non
significativo, dalla fase diestrale a quella ovulatoria e un successivo
decremento nella fase post-ovulatoria, che ha raggiunto la significativita
statistica (P<0.05) nel confronto con la fase ovulatoria (Grafico 14). La

quantita totale di lattato prodotta nella fase ovulatoria & risultata
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maggiore (P<0.05) rispetto alle fasi diestrale e post-ovulatoria (Tabella

6).
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Grafico 14. Variazioni della concentrazione del Lattato nell' ODF durante le
fasi del ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati.
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a,b yalori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.05
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4.4 Fosfolipidi

Le bufale acicliche hanno prodotto nelle 24 ore una minore

quantita (P<0.05) di fosfolipidi anche se la concentrazione non €

risultata differente rispetto a quelle cicliche (Grafico 15).

La concentrazione dei fosfolipidi € aumentata, anche se in maniera

statisticamente non significativa, dalla fase diestrale fino alla fase

ovulatoria per poi riportarsi a livelli di poco inferiori a quelli iniziali nella

fase post-ovulatoria, tali differenze hanno raggiunto la significativita

statistica allorquando ¢ stata considerato il quantitativo prodotto nelle

24 ore (Grafico 16).

Grafico 15. Confonto delle concentrazioni (mmol/L) e delle quantita totali
pmol/24h di Fosfolipidi nell' ODF fra soggetti ciclici e aciclici.
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105




0,20+

0,18

0,16

0,14+

0,12+

0,10

0,08+

0,06

Grafico 16. Variazioni delle concentrazioni (mmol/L) e del totale (umol/24 h) di
Fosfolipidi nell' ODF durante le fasi del ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati
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a,b, valori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.05
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4.5 Proteine

Non sono emerse differenze circa la componente proteica sia per
la concentrazione che per la quantita prodotta nelle 24 ore tra i soggetti

aciclici e i ciclici (Grafico 17).

Grafico 17. Confonto delle concentrazioni (mmol/L) e delle quantita totali
(umol/24h) di Proteine nell' ODF fra soggetti ciclici e aciclici.
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In questi ultimi soggetti la concentrazione proteica € aumentata
esclusivamente nella fase ovulatoria raggiungendo la significativita
statistica, tra fase ovulatoria e post-ovulatoria, quando & stata
considerata la quantita prodotta nelle 24 ore. In ogni caso, il
quantitativo totale di proteine dosate nel campione giornaliero tende ad
essere inferiore nella fase diestrale (P=0.06) e pre-ovulatoria (P=0.07)

rispetto a quella ovulatoria (Grafico 18).
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Grafico 18. Variazioni delle concentrazioni (mg/ml) e del totale (mg/24 h) di Proteine
nell' ODF durante le fasi del ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati
@B

4,10

3,60

3,10

2,60

2,10

1,60

1,10

0,60

Diestrale Pre-ovulatoria Ovulatoria Post-ovulatoria
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[ proteine totali (mg/24h) 1,1 1,2 4,2 1,0

AB valori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.01
ab, valori contraddistinti da lettere diverse sono differenti; P<0.05

Mediante elettroforesi e elettroferogramma sono state evidenziate,
mediamente, 35 classi proteiche e le loro relative concentrazioni (figura
11). In generale € stata osservata una maggiore incidenza dell’albumina
rispetto alle altre classi di proteine. La suddetta proteina incide,

durante l'intero ciclo estrale, per circa il 39%.
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Figura 11. Elettroferogrammi di campioni ODF bufalino da animali ciclici sincronizzati.
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Analizzando ’'ODF prelevato nelle diverse fasi del ciclo estrale é

stata evidenziata una classe proteica del peso molecolare compreso tra i

92-96 kDa che risulta assente nella fase diestrale (Figura 12).
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Figura 12. Elettroforesi monodimensionale ottenuta con Agilent 2100 Bioanalyzer
che evidenzia le differenze tra i campioni di ODF relativi alle differenti fasi del ciclo
estrale di soggetti ciclici sincronizzati. Nel riquadro indicate da frecce bianche,
le bande realative alle classe di proteine 92-96 KDa assenti nella fase diestrale .

Ladder Diestro Pre Owvulatoria Post
Cwulatoria Cwulatoria

La concentrazione di queste proteine € risultata variabile durante le fasi
in esame aumentando dalla fase pre-ovulatoria a quella ovulatoria, per
poi decrescere (Grafico 19). Analogo andamento ha presentato la

quantita totale della proteina recuperata nelle 24h (Grafico 20).
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Grafico 19. Variazioni della concentrazione della classe di Proteine 92-96 kDa nell'
ODF durante le fasi del ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati.
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Grafico 20. Variazione della quantita della classe di Proteine 92-96 kDa nell' ODF
durante le fasi del ciclo estrale in soggetti ciclici sincronizzati.
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5 DISCUSSIONE

La scelta di indurre cicli brevi negli animali € stata presa in
ragione della finalita della prova, ovvero focalizzare ’attenzione sulle fasi
in cui nell’'ovidutto avvengono i processi di maturazione finale dei
gameti, fecondazione e sviluppo embrionale precoce. L’ ODF ¢ un fluido
complesso e dinamico costituito dalla combinazione di trasudato che
dal lume vascolare passa all’interno della tuba (Shapiro et al.,
1971;Leese, 1988;Malayer et al., 1988) e in parte dai prodotti di
secrezione dell’ epitelio oviduttale (Roberts et al., 1975; Fazleabas and
Verhage, 1986; Verhage et al., 1988; Gerena and Killian, 1990). Risulta,
quindi, indispensabile nel complesso sistema oviduttale analizzare i
cambiamenti che avvengono nella composizione dell’ ODF almeno su
duplice scala ovvero quella della permeabilita del comparto e quella
delle variazioni secretive dell’ epitelio, che a loro volta risultano
influenzate da molteplici fattori in maniera diretta o indiretta.

Il nostro studio ha dimostrato come anche nella specie bufalina le
caratteristiche quali-quantitative dell’ ODF siano influenzate dai
cambiameti ormonali che intervengono durante il ciclo estrale.

Nei soggetti esaminati, I’ ODF ha presentato diverse variazioni durante il
ciclio estrale e significative differenze sono emerse tra soggetti ciclici e
aciclici. L’elevata variabilita riscontrata nella produzione di ODF trova
riscontro in quanto verificato da Carlson et al.(1970), Roberts et al.

(1975), Killian et al. (1989), Gerena and Killian (1990), secondo i quali,
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la quantita totale, nonché alcuni parametri dell’lODF, variano da un
bovino all’ altro e tra cicli diversi dello stesso bovino.

La quantita di fluido oviduttale prodotto nella bufala € risultata
inferiore sia nella fase estrale che luteinica rispetto a quanto riportato
da Kavanaugh et al.(1992) e da Olds and Van Denmark (1957) nella
bovina e da Wiseman et al. (1992) nel suino. Nella nostra prova, infatti,
nei vari cicli analizzati € stata registrata una produzione media di 0,39
ml nella fase diestrale, 0,79 ml nella fase pre-ovulatoria, 0,96ml nella
fase ovulatoria e 0,61 ml nella fase post ovulatoria. I succitati autori,
invece, hanno riportato nella bovina volumi che oscillano da 1,54 ml
(Kavanaugh et al.,1992), 2,0 ml (Roberts et al., 1975) a 4,46 ml (Olds
and Van Denmark, 1957) nella fase estrale e da 0,2 ml al giorno
(Roberts et al., 1975) e 0,77 ml (Kavanaugh et al.,1992) nella fase
diestrale, mentre nella scrofa Wiseman et al. (1992) hanno registrato
volumi di 1,19 ml durante l’estro e 0,35 nel diestro.

I1 volume dell’ ODF ¢ risultato significativamente minore nei soggetti
aciclici rispetto ai ciclici, pur mantenendo in questi una certa
periodicita che potrebbe essere relazionata alla dinamica follicolare e,
quindi, ai valori basali di estradiolo.

Il1 trend produttivo di ODF registrato nella nostra prova nei soggetti
ciclici € risultato sovrapponibile a quelli riscontrati nel coniglio (Bishop,
1956; Richardson and Oliphant, 1981; Gott et al.1988), nella scimmia
(Perkins, 1974) e nel bovino (Gerena and Killian, 1990). Gli ormoni

steroidei hanno influenzato, anche nella specie bufalina, la produzione
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di ODF ed in particolare nella fase follicolare, dove il rapporto
estrogeni/progesterone aumenta e prevale la spinta secretiva degli
estrogeni, mentre nella fase luteinica, il progesterone tende ad inibire la
produzione antagonizzando gli estrogeni cosi come confermato da
Mastroianni et al. (1961), McDonald and Bellvé, (1969). E’ ipotizzabile,
pertanto, che nel bufalo, cosi come in altre specie, gli ormoni steroidei
poterebbero influenzare la produzione di ODF modulando il movimento
degli ioni attraverso l’epitelio oviduttale. La concentrazione di cloro
nel’lODF é risultata massima nella fase ovulatoria (127+4mmol/]),
evidenziando una concomitanza tra questa e I'aumento del volume di
ODF.

I1 movimento del cloro dal comparto ematico a quello oviduttale,
agirebbe da elemento osmotico allinterno del lume richiamando in
questo acqua e facendo variare il volume dell’ ODF. Relativamente alla
restante componente ionica del liquido ampollare raccolto nel notro
studio € stato riscontrato che i valori di potassio non presentano
differenze tra le fasi del ciclo, confermando quanto riscontrato da
Grippo et al.(1992). L’ alta concentrazione di potassio nel fluido tubarico
rappresenta una costante trasversale nelle diverse specie ed € un fattore
importante da tenere in considerazione nella formulazione di medium di
fertilazzazione. Le concentrazioni di calcio sono risultate massime nella
fase pre-ovulatoria in accordo con Grippo et al. (1992). Inoltre sodio,
potassio e calcio sono risultati altamente correlati a livelli tipici del

circolo ematico della bufala e non dissimili da quanto riportato per la
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bovina (Grippo et al., 1992), mentre sono risultati inferiori a quelli
rilevati nella pecora da Restall and Wales (Restall and Wales, 1996 III;
1968 V). Il magnesio, cosi come nella bovina (Grippo et al., 1992), ha
presentato livelli inferiori a quelli ematici, ma in contrasto con lo stesso
autore, che riscontra una maggiore concentrazione di magnesio nella
fase luteinica rispetto a quella non luteinica, nel bufalo la
concentrazione di questo ione resta pressoché costante. La maggiore
concentrazione dei suddetti ioni a livello dell’ovidotto avvalorerebbe
I'ipotesi di un trasporto attivo da parte delle cellule epiteliali.

Il rapporto K:Na nella fase ovulatoria ha presentato un valore medio del
tutto sovrapponibile a quanto riportato da Grippo et al. (1992) in merito
al rapporto utilizzato per i media di maturazione e fecondazione in vitro
nel bovino.

La concentrazione dei carboidrati dosati nel’lODF del bufalo &
risultata inferiore rispetto a quella riportata in bibliografia nel plasma,
cosi come suggerito da Leese and Barton (1984), cio suggerisce che il
trasporto totale di questi attraverso l'epitelio tubarico avvenga mediante
diffusione facilitata (Leese and Gray, 1985). Inoltre, la concentrazione
delle sostanze nutritive varia in risposta allo status endocrino del
soggetto.

Le concentrazioni di glucosio e piruvato sono risultate maggiori nei
soggetti ciclici rispetto agli aciclici. Durante la fase di ovulazione, sono
stati riscontrati valori massimi sia per la concentrazione che per i

quantitativi totali di glucosio che per le quantita di piruvato e lattato in
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accordo con quanto rilevato da molti autori in divere specie. Nella fase
post-ovulatoria € stata osservata una riduzione della concentrazione di
glucosio. Analogo comportamento € stato riportato in diverse specie. Nel
suino la concentrazione di glucosio decresce di ben dieci volte dopo 1’
ovulazione (Nichol et al., 1992, 1998), di sei volte nell’ovidutto di donna
nell’ intervallo compreso tra la fase follicolare e la meta del ciclo
(Gardner et al., 1996) e nel coniglio si verifica tre giorni dopo I’
accoppiamento e coincide con 1’ ingresso in utero dell’ embrione. Questo
decremento del glucosio e del lattato apparentemente potrebbe essere
dovuto ad una riduzione della concentrazione di estrogeni o ad un
aumento della concentrazione di progesterone che fa seguito all’
ovulazione o ad entrambi i fenomeni (Leese et al., 2001). Questo dato
solo apparentemente € in contrasto con le esigenze energetiche dei
gameti e degli embrioni nei primi stadi di sviluppo. Infatti, la funzione
del glucosio, del piruvato, del lattato € quella di nutrire 1’ oocita, gli
spermatozoi e I’ embrione nelle prime fasi di sviluppo, per la durata del
loro viaggio attraverso lovidutto (Leese and Gray, 1985). Tutti i
segmenti dell’ovidutto mostrano di avere delle differenze percentuali
nella composizione del fluido (Nichol et al., 1992). Il livello di glucosio,
di piruvato e di lattato € circa 1,8 volte piu alto nella regione ampollare
rispetto a quella istmica in conseguenza della maggiore area di
superficie dell’ampolla (Leese, 1983). Tuttavia nel bovino El-Banna e
Hafez (1970) hanno osservato che l'oocita impiega circa 8-10 ore per

raggiungere la giunzione istmica-ampollare. A questo punto il trasporto

117



dell’ oocita si arresta temporaneamente a livello della giunzione istmico-
ampollare che rappresenta il sito di fertilizzazione; quindi gli oociti
ovulati o gli embrioni in fase iniziale trascorrono la maggior parte della
loro permanenza nell’ovidutto a questo livello (Nichol et al., 1992). La
grande emissione di glucosio nella regione ampollare &€ quindi sufficiente
a sostenere l'embrione fino al momento in cui raggiungera l'utero,
pertanto, lintervallo in cui il glucosio risulta necessario all’ interno dell’
ovidutto non € molto lungo (Edwards and Leese, 1993).

I livelli medi di glucosio registrati nella fase preovulatoria (0,05 mmol/1)
sono risultati alquanto sovrapponibili a quelli rilevati per la bovina
(Carlson et al., 1970) e inferiori a quelli della pecora (Hammer, 1973) e
della cavalla (Campbell et.,1979). Relativamente ai livelli di lattato e
piruvato nella nostra prova le concentrazione rilevate nel fluido
oviduttale sono state, nella fase preovulatoria, rispettivamente di circa
0.98 mmol/l e 0.10 mmol/l, mentre nella pecora tali valori sono
risultati piu elevati (Hammer, 1973). Tuttavia € interessante sottolineare
che il rapporto tra lattato e piruvato € risultato di 10:1 cosi come nelle
altre specie.

Nel bufalo la quantita di fosfolipidi € aumentata passando dalla
fase diestrale a quella ovulatoria, confermando quanto riportato da
Grippo et al. (1994), ed ¢ diminuita significativamente nella fase post-
ovulatoria.

I lipidi presenti nell’ ovidutto potrebbero giocare un importante

ruolo durante lo sviluppo embrionale precoce. In vitro, gli acidi grassi
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sono essenziali per la sopravvivenza degli embrioni di coniglio (Kane,
1979) e di topo (Quinn and Whittingham, 1982). I lipidi dell’ ambiente
tubarico potrebbero garantire i substrati necessari agli embrioni per
sintetizzare alcuni costituenti delle membrane cellulari, come fosfolipidi
(Pratt, 1980) e steroli (Pratt, 1982). Inoltre, nel fluido oviduttale di
bovino, prelevato durante i giorni dell’ ovulazione, sono state riscontrate
piu alte concentrazioni di lisofosfatidilcolina (Grippo et al., 1994).
Questo lipide induce la reazione acrosomiale del seme bovino in vitro
(Parrish et al., 1988) influenzando i gradienti ionici della membrana
plasmatica e inducendo la depolarizzazione (Calzada et al., 1991).

In accordo con Killian et al, (1989), sebbene la concentrazione
proteica dell’lODF non ha subito delle variazioni durante il ciclo estrale,
la quantita totale delle proteine rilevate giornalmente a livello dell’lODF ¢
risultata maggiore (P=0.06) nella fase ovulatoria rispetto a quella
diestrale in funzione del significativo aumento del volume di ODF.

Nel’lODF del bufalo sia la concentrazione proteica, sia il
quantitativo totale di proteine presenti nelle 24h sono risultati
notevolmente inferiori a quanto riportato da Killian et al, (1989) nel
bovino in cui sono state riscontrate concentrazioni di 8,5+1,1 mg/ml
nella fase non luteale e 9,6+1,4 nella fase luteinica con un quantitativo
totale di 8,7+2,7 mg/24 nella fase non luteinica e 3,8+0,6 nella fase

luteinica.
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Nei campioni della fase ovulatoria, in accordo con quanto

riportato nell’ uomo (Lippes et al., 1981) I'albumina rappresenta il 38%
del contenuto proteico totale riscontrato.
La BSA potrebbe essere di rilevante importanza durante la
capacitazione perché in grado di rimuovere il colesterolo dalla
membrana plasmatica dello spermatozoo (Davis et al., 1979; Suzuki
and Yanagimachi, 1989; Cross 1998) innescando il processo della
capacitazione. Eckert e Niemann (19995), infatti, hanno dimostrato che
nel bovino l'assenza di BSA nel terreno di maturazione e fecondazione in
vitro ritarda la formazione dei pronuclei e che, quindi, la proteina &
necessaria per il regolare svolgersi dell’ IVF.

Infine lisolamento della classe di proteine 92-96 kDa associate
all’estro, o piu correttamente alla fase non diestrale, € un elemento di
notevole interesse nella specie bufalina; sebbene analoghe glicoproteine
associate all’estro siano state individuate in diverse specie come:
coniglio (Urzua et al., 1970), scimmia (Mastroianni et al., 1970), pecora
(Sutton et al ., 1984), topo (Kapur and Johnson, 1985), maiale (Brown
and Cheng, 1986; Buhi et al., 1989), babbuino (Fazleabas and Verhage,
1986), uomo (Lippes et al., 1981; Verhage et al., 1988), bovino (Boice et
al., 1990; Gerena and Killian, 1990) e cavallo (Willis et al., 1994), nella
specie bufalina questo rappresenta il primo caso di identificazione.
Questa classe di proteine presenta nel bufalo una concentrazione di

69ng/ul, 147ng/ul, 71ng/ul, rispettivamente nelle fasi pre-ovulatoria,

120



ovulatoria e post-ovulatoria che espresse in percentuale sul totale delle
proteine rappresentano il 5% il 4% e il 5% delle presenti.

Una correlazione tra la comparsa dell’ OSPG nel fluido
oviduttale e la fase estrale del ciclo € stata descritta in molte specie.
In generale, la sintesi e la secrezione delle glicoproteine specifiche
dell’ ovidutto, si realizza in risposta alla stimolazione degli estrogeni
(Abe et al., 1998), mentre il progesterone sembra avere scarsa
influenza. Tuttavia, Sun et al. (1998) hanno suggerito che I’ LH
piuttosto che gli estrogeni rappresenti lo stimolo alla sintesi e alla
secrezione delle glicoproteine specifiche dell’ ovidutto.

Le OSPG sono di particolare interesse in quanto & stato
dimostrato che sono in grado di legarsi ai gameti e all’embrione
precoce (Verhage et al., 1997, Staros and Killian, 1998). Queste
presentano delle similitudini con la famiglia delle chitinasi (Sendai Y.
et al., 1994; Arias E.B. et al., 1994), pur non avendo attivita
chitinasica, & stato ipotizzato che il sito attivo simile alla chitinasi
potrebbe avere la proprieta di legare gli zuccheri, cido consentirebbe il
legame delle OSPG ai gameti e agli embrioni risultando di
fondamentale importanza. Le OSPG mostrano inoltre molte proprieta
simili alla superfamiglia delle mucine (Malette 1995a et 19935b). Il
significato funzionale della similitudine tra le OSPG e le mucine ¢
attualmente ancora oggetto di studio, ma le ipotesi sono che esse
potrebbero ricoprire i gameti e gli embrioni o l'epitelio creando una

barriera protettiva carica negativamente in grado di resistere alla
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digestione da parte delle proteasi o di altri fattori. Il legame delle
OSGP puod migliorare la fertilizzazione (Martus et al., 1998), ¢ stato,
infatti, dimostrato che le OSGP migliorano la capacitazione
spermatica e il legame con la zona pellucida, facilitando la
penetrazione degli spermatozoi (Abe and Hoshi, 1997; Verhage et al.,
1997). Inoltre, Hunter (1994) ha proposto che, incrementando la
viscosita del fluido luminale, le glicoproteine oviduttali potrebbero
stabilizzare il microambiente nelle immediate vicinze dei gameti e
dell’ embrione, prevenendo la dispersione di nutrienti essenziali e di
ioni, in particolare durante il battito ciliare o le contrazioni
muscolari. Questo aumento di viscosita proteggerebbe 1’ embrione
dai repentini cambiamenti osmotici e dalle fluttuazioni dei
costituenti del fluido luminale, riducendo in prossimita dell’

embrione la rapidita delle variazioni del microambiente.
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6 CONCLUSIONI

I risultati circa la dinamica di produzione e caratterizzazione
dell’lODF riportati in questa tesi sono senz’altro da ritenersi
preliminari ma, in ogni caso, mettono in evidenza un comportamento
diverso della specie bufalina rispetto alle altre almeno per quanto
riguarda la minore produzione giornaliera di ODF e di proteine a
livello della porzione ampollare dell’ovidutto. Tuttavia, almeno per i
parametri analizzati, la composizione del’lODF ¢ simile a quanto
riportato nel bovino e differente dai dati riscontrati per la pecora, la
cavalla e la scrofa. Per migliorare la formulazione di media specifici
sequenziali e definiti al fine di ottimizzare l’efficienza dellIVEP nel
buffalo, condizione necessaria € approfondire la conoscenza dei
meccanismi che regolano la funzionalita dell’ ovidutto nelle sue
diverse regioni durante il ciclo estrale e durante le stagioni. Inoltre,
ampliare le conoscenze sulla sintesi proteica, sulla componente
amminoacidica, enzimatica, nonché sui fattori di crescita, con
particolare riferimento a quelli prodotti a livello locale rappresentano
ulteriori punti focali per ottenere terreni di coltura piu efficienti.
Infine grande attenzione va posta sulla comunicazione tra gameti ed
ovidutto e tra embrione ed ovidutto nel tentativo di tradurre questo
linguaggio, che condiziona verosimilmente non solo l'ambiente

tubarico in maniera dinamica nelle fasi di maturazione fecondazione
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e sviluppo precoce, ma anche le successive fasi di sviluppo e di
impianto e quindi l’esito della gravidanza. La comprensione delle
modificazioni fisiologiche dell’ ambiente tubarico e dellODF
permetterebbe di aumentare le conoscenze relative alla sfera
riproduttiva di questa specie, probabilmente chiarificando almeno in
parte alcuni dei problemi che riducono 1’ efficienza delle

Biotecnologie della riproduzione nella specie bufalina.
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