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Introduzione

L’alterazione dell’omeostasi  endocrina  sta  diventando una delle  principali 

cause  degli  squilibri  relativi  ai  cicli  riproduttivi.  A  minacciare  il  delicato 

equilibrio  endocrino  sono  stati  evidenziati  un  gruppo  di  contaminanti 

dell’ambiente  e  degli  alimenti  che  interferiscono  con  gli  ormoni  sessuali 

steroidei e chiamati per l’appunto distruttori endocrini (EDC). 

I distruttori endocrini sono stati definiti dalla Commissione europea come 

“sostanze esogene o miscele che alterano le funzioni del sistema endocrino e di conseguenza 

provocano effetti negativi per la salute di un organismo o della sua progenie” (Amadasi et 

al., 2009). Possono quindi considerarsi potenziali bersagli degli EDC tutti quei 

tessuti/organi in cui siano presenti recettori specifici per gli ormoni steroidei. 

Tra  gli  EDC,  l’alchilfenolo  nonilfenolo  (NP)  è  il  composto  di  maggiore 

utilizzo industriale adoperato principalmente in campo agricolo come diluente 

di pesticidi. L’allarme riguardo l’uso del NP nasce dal fatto che è persistente nei 

terreni  e  nei  sedimenti  ed  essendo  liposolubile  ha  una  forte  tendenza  a 

bioaccumularsi. I maggiori studi, condotti essenzialmente sulla riproduzione dei 

maschi  delle  specie  acquatiche  e  semiacquatiche,  hanno  identificato  quale 

biomarker  per  inquinamento da  xeno-estrogeni,  la  vitellogenina  (VTG),  una 

proteina  epatica  sintetizzata  solo  dalle  femmine  dei  vertebrati  ovipari  e 

ovovivipari durante il periodo riproduttivo e che anche i maschi sono in grado 

di sintetizzare soltanto se sperimentalmente esposti ad estrogeni esogeni. Poco 

si conosce riguardo l’azione del NP sui vertebrati terrestri che possono essere 

esposti in natura all’azione dell’inquinante. 

In  tale  ottica  si  inserisce  il  mio  lavoro  sperimentale  che  prende  come 

modello proprio un vertebrato terrestre,  la lucertola campestre  Podarcis sicula, 

rettile  oviparo  con  un noto  ciclo  riproduttivo  annuale,  che  potrebbe  essere 

naturalmente esposto ad un habitat inquinato.
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Il ciclo riproduttivo del maschio di  Podarcis sicula

Nei  rettili  si  possono  verificare  due  tipi  di  eventi  spermatogenetici:  la 

spermatogenesi  continua  (o  aciclica)  o  stagionale  (o  ciclica)  (Angelini  e 

Picariello, 1975; Licht, 1984). La spermatogenesi continua è caratterizzata dalla 

produzione di cellule germinali durante tutta la vita di un adulto, in questo caso 

quindi,  un  accoppiamento  fertile  può avvenire  continuamente  durante  tutto 

l’anno. Questa modalità di spermatogenesi è stata descritta per tutti quei rettili 

come agamidi, geconidi e iguanidi che abitano regioni tropicali, come le foreste 

pluviali  del  Borneo,  dove le condizioni ambientali  sono favorevoli  nel  corso 

dell’anno (Churc,  1962;  Inger  e Greenberg,  1966;  Ficht,  1970).  Invece molti 

rettili che vivono in regioni con marcate e prvedibili variazioni climatiche, come 

le regioni temperate e i deserti del Mediterraneo, si riproducono nel periodo più 

favorevole  dell’anno,  solitamente  in  primavera,  mantenendo  il  loro  apparato 

riproduttore  quiescente  durante  il  resto  dell’anno.  Pertanto  nei  maschi  la 

spermatogenesi si verifica soltanto durante un ben preciso e breve periodo di 

tempo quando l’attività delle gonadi è stimolata da alcuni fattori ambientali quali 

il fotoperiodo e la temperatura.

Podarcis sicula, una lucertola che popola il centro e il sud Italia, si riproduce in 

primavera.  Nelle  lucertole  il  testicolo  è  formato  di  tubuli  seminiferi 

abbondantemente  anastomizzati  e ramificati  (Galgano e D’Amore,  1960).   Il 

ciclo spermatogenetico è stato suddiviso in sei  periodi (Galgano e D’Amore 

1953):

Un primo periodo di stasi (estiva: fine giugno fino ai primi o la metà di agosto): 

durante il quale i testicoli sono piccolissimi e presentano nei tubuli seminiferi 

soltanto spermatogoni I.

Un periodo di ripresa lieve (fine dell’estate fino a ottobre /novembre): la ripresa 

della  spermatogenesi  è  dapprima  stentata,  con  degenerazioni  fra  le  cellule 

germinali in meiosi e fra gli spermatociti II. La ripresa regolare comincia verso 

la  fine  di  agosto  e  può  giungere  fino  ai  primi  pachiteni  o  fino  ai  primi 

spermatidi rotondi. In seguito si formano alcuni spermatozoi che non vengono 

rilasciati né nel lume del tubulo, né nei dotti, né nell’epididimo. Questa lieve 
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ripresa  è da riferirsi  al  ricordo di un doppio periodo di attività  riproduttiva, 

normalmente presente nelle specie di lacertidi che vivono in climi sub tropicali 

temperati  e  che  alle  nostre  latitudini  si  sono  adattati  ad  un  unico  periodo 

(Angelini e Ghiara, 1984).

Un  secondo  periodo  di  stasi (invernale:  dai  primi  di  novembre  alla  fine  di 

febbraio al principio di marzo). Durante questo periodo il  testicolo presenta 

tutti gli stadi della spermatogenesi, fino ad un modesto numero di spermi di cui 

ben pochi liberi nel lume dei tubuli. 

Un periodo di ripresa definitiva (primi di marzo): la spermatogenesi si riattiva e 

diventa via via più intensa raggiungendo il culmine in maggio; fortissima diventa 

la produzione di spermi, e di essi un numero sempre maggiore si trova libero 

nel lume dei tubuli. A marzo/aprile si trovano degenerazioni soprattutto tra gli 

spermatidi, che erano stati formati in autunno, o che hanno preso origine da 

spermatociti già presenti in inverno.

Un periodo  di  massima  attività (da  aprile  fino  ai  primi  di  giugno):  durante 

questo periodo la spermatogenesi è attivissima con produzione di molti spermi.

Un periodo  di  attività decrescente  (fino agli  ultimi  giorni  di  luglio):  durante  il 

quale l’attività spermatogenetica diminuisce in modo quasi brusco. Si verifica 

una specie di crisi che sorprende il testicolo colmo di cellule germinali a tutti gli 

stadi.  In  tal  modo  degenerano  e  cadono  in  disfacimento  tutti  o  quasi  gli 

spermatogoni  II,  gli  spermatociti  e  gli  spermatidi  e  perfino  qualche  raro 

spermatogonio I; queste cellule sono riassorbite in posto o sono evacuate in 

degenerazione.  Gli  spermi  sono  evacuati.  Il  testicolo  va  diminuendo 

rapidamente di volume.

L’epididimo consiste di una serie di tubuli che formano un condotto per gli 

spermatozoi i quali passano dai duttuli efferenti ai vasi deferenti. L’epididimo è 

anatomicamente  diviso  in  tre  parti:  la  testa,  una  stretta  porzione  centrale 

definita corpo e la coda.

L’epididimo  della  lucertola  Podarcis presenta  un  periodo  di  stasi 

(agosto/ottobre) durante il quale è completamente regredito. Questo periodo 

comincia oltre un mese dopo il  testicolo e continua invece anche quando la 

spermatogenesi  ha  ripreso  la  sua  attività.  Le  cellule  ghiandolari  del  canale 
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dell’epididimo sono piccole, basse,  con un unico nucleo situato alla base del 

citoplasma. Il lume dell’epididimo appare quasi assolutamente vuoto. 

Durante la seconda metà di ottobre si nota una lieve ripresa che interessa 

però  quasi  esclusivamente  i  tubuli  efferenti  che  è  parallela  alla  lieve  ripresa 

testicolare già descritta. 

Da novembre  a  febbraio  l’epididimo subisce  un nuovo periodo di  stasi, 

rimanendo nelle condizioni raggiunte alla fine di ottobre.

La  ripresa  definitiva  dello  sviluppo  dell’epididimo comincia  dalla  fine  di 

febbraio o dai primi di marzo. In marzo col riattivarsi della spermatogenesi, nei 

lumi del canale dell’epididimo si incomincia a trovare da un piccolo a un buon 

numero di spermi. Alla fine di marzo, l’epididimo è ancora più sviluppato: le 

cellule  ghiandolari  sono  divenute  alquanto  alte  e  contengono  una  quantità 

maggiore di granuli di secreto invacuolati.

Ai  primi  di  aprile  l’epididimo  è  pienamente  funzionante:  il  canale 

dell’epididmo ha diametro molto grande e lume ampio pieno di spermi e di 

granuli di secreto. Le cellule ghiandolari secernono in tutto l’epididimo. Nella 

parte più craniale le cellule ghiandolari sono altissime. Frequenti sono le cellule 

binucleate. Le cellule secernenti caudali si presentano basse con grossi granuli di 

secreto. Alla fine di aprile l’epididimo raggiunge il massimo dello sviluppo.

Durante il periodo di massima attività (fine marzo/primi luglio) l’epididimo 

è pienamente funzionante e del tutto sviluppato. Il lume del canale è pieno di 

spermi e di granuli di secreto. 

Il periodo di attività decrescente dell’epididimo comincia circa dai primi di 

luglio e dura circa fino alla metà di agosto. Il lume del canale dell’epididimo è 

ampio. Le cellule ghiandolari presentano ancora una notevole attività secretoria 

e spesso due nuclei. Nelle cellule binucleate i due nuclei sembrano rifondersi 

insieme in un unico nucleo.

Dal confronto del ciclo dell’epididimo con quello spermatogenetico, risulta 

chiaramente che si  ha coincidenza solo per tre periodi  (di  stasi  invernale,  di 

ripresa definitiva e di massima attività) mentre per gli altri tre si verifica uno 

sfasamento parziale o totale (Galgano D’Amore, 1960).
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Padoa ha dimostrato per primo che nei Rettili l’epididimo rappresenta un 

carattere sessuale secondario dipendente dalla secrezione interna del testicolo. 

Infatti  la  castrazione  totale  produce  dopo  50-60  giorni  una  fortissima 

involuzione del canale dell’epididimo, maggiore che negli animali intatti durante 

l’inverno.

La forte riduzione del canale dell’epididimo è dunque da attribuire a una 

forte  diminuzione  delle  secrezioni  interne  testicolari.  Poiché  l’epididimo 

presenta la massima riduzione circa da metà agosto a metà ottobre (I periodo di 

stasi estiva), risulta pure evidente che l’ormone maschile è prodotto in minima 

quantità  durante  questo  periodo,  malgrado  l’attività  spermatogenetica  sia  in 

ripresa.

Il  periodo di massima attività dell’epididimo corrisponde al periodo degli 

amori  e  alla  massima  attività  spermatogenetica,  la  produzione  di  ormone 

maschile  deve  essere  pure  al  suo  massimo  [la  produzione  massima  di 

testosterone è di 174,8 ng/ml (Andò et al., 1990)]. Poiché l’epididimo comincia 

a dar segni di attività nella seconda metà d’ottobre (periodo di ripresa lieve), la 

produzione di ormone testicolare deve ricominciare ad aumentare circa dalla 

metà di tale mese.

Il ciclo riproduttivo della femmina di  Podarcis sicula

La femmina della lucertola Podarcis sicula depone le uova in 3 o 4 ondate 

ovulatorie, tra maggio e luglio. L’accrescimento ovocitario è stato diviso in due 

fasi:  una  fase  lenta  che  va  da  agosto  a  marzo  durante  la  quale  gli  ovociti 

crescono da circa 100m a 2000m di diametro e una fase rapida che copre un 

arco di tempo di 20-30 giorni in cui tre o quattro ovociti per ovario destinati 

all’ovulazione  accumulano  al  loro  interno  grosse  quantità  di  vitello 

raggiungendo anche un diametro di circa 9000m (Ghiara et al.,1968-70; Filosa, 

1973). 

In  relazione  al  diametro  dell’ovocita  in  accrescimento  e  alla  struttura 

dell’epitelio follicolare gli ovociti sono stati divisi in cinque classi (Filosa, 1973): 

gli ovociti previtellogenici sono raggruppati nelle prime tre classi (A, B e C) ed 
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hanno un diametro compreso tra 100 e 1000m di diametro, la quarta classe 

(D) comprende gli ovociti di 1000-2000m ed infine la classe che comprende 

gli  ovociti  vitellati  (E)  raggruppa  follicoli  che  raggiungono  dimensioni  di  6-

9000m.

Durante  il  periodo  riproduttivo  nell’ovario  sono  presenti  sia  ovociti 

piccoli  bianchi  previtellogenici  sia  ovociti  di  grosso  diametro  gialli  destinati 

all’ovulazione (Filosa, 1973; Romano e Limatola, 2000). 

I follicoli ovarici si differenziano, oltre che per le dimensioni, anche per 

lo  spessore  dell’epitelio  follicolare  che,  parallelamente  all’accrescimento 

ovocitario,  subisce  un  tipico  differenziamento:  da  monostratificato  ed 

omomorfo  negli  ovociti  più  piccoli  (40-100m  didiametro)  diventa 

pluristratificato e polimorfo negli ovociti più grandi (500-1000m di diametro) 

per la comparsa di cellule piriformi che sono in continuità con il citoplasma 

dell’ovocita mediante un ponte attraverso il quale passano nell’ovocita materiali 

di riserva (Taddei 1972; Andreuccetti et al., 1978). Tali cellule progressivamente 

scompaiono  nei  follicoli  di  circa  1000-2000m  per  cui  gli  ovociti  vitellati 

presentano  un  epitelio  che  torna  ad  essere  monostratificato  ed  omomorfo 

(Andreuccetti et al., 1978; Limatola e Filosa, 1989).
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Capitolo 1
I distruttori endocrini

Secondo la definizione adottata dalla Unione Europea “un Interferente 

Endocrino è una sostanza esogena, o una miscela, che altera la funzionalità del 

sistema endocrino, causando effetti avversi sulla salute di un organismo, oppure 

della sua progenie”. 

I distruttori endocrini hanno carattere lipofilo e questo permette loro di 

diffondere attraverso la membrana cellulare e di legare eventualmente i recettori 

per  gli  ormoni  steroidei.  Essendo  liposolubili  inoltre,  sono  in  grado  di 

depositarsi  nel  tessuto  adiposo  e  il  loro  bioaccumulo  ha  una  notevole 

importanza dal punto di vista tossicologico anche se bisogna considerare che 

tale fenomeno non è riconducibile solo all’inquinamento ambientale ma può 

verificarsi anche attraverso la via alimentare (Daland, 1999).

Le  valutazioni  di  diverse  agenzie  internazionali  indicano  che  gli 

Interferenti Endocrini sono un ampio, eterogeneo e tuttora non ben conosciuto 

gruppo  di  sostanze  che  spazia  da  contaminanti  ambientali  persistenti  a 

composti utilizzati come fitosanitari od antiparassitari a composti  utilizzati in 

prodotti  industriali  e  di  consumo  ed  infine  a  composti  naturali  come  i 

fitoestrogeni. Pertanto la valutazione dei possibili rischi associati all’esposizione 

ad  Interferenti  Endocrini  riguarda  diversi  ambiti  che  vanno  dall’ambiente, 

all’alimentazione, agli stili di vita.

               Classificazione dei distruttori endocrini

Svariati sono i composti in grado di interferire con il sistema endocrino e ciò 

non  ne  facilita  la  classificazione,  in  linea  di  massima  è  possibile  però 

raggrupparli in cinque categorie principali:

a) Farmaci  o  estrogeni  sintetici (come  ad  esempio  il  17-βestradiolo  o 

l’estrogeno sintetico dietilstilbestrolo).

b) Fitoestrogeni:
 isoflavonoidi;
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 cumestani;

 lignani;

 stilbeni.

c) Pesticidi:

 organofosforici;

 carbammati;

 ditiocarbammati;

 piretroidi sintetici;

 organoclorurati;

 fenossiacetici;

 erbicidi del gruppo dell’ammonio quaternario.

d) Plastificanti (in particolare, gli ftalati) e prodotti derivanti dalla combustione 

del PVC (policloruro di vinile)  ma anche della carta e delle sostanze putrescibili 

come le diossine.

e) Sostanze di origine industriale:

 fenoli;

 ritardanti di fiamma;

 acido perfluorooctanico e suoi sali;

 alcuni metalli pesanti (piombo, cadmio e mercurio).

Sono stati dimostrati effetti estrogeno-simili (sia  in vivo  che  in vitro) anche per 

alcune sostanze naturali (incluse alcune micotossine), potenzialmente presenti in 

diverse componenti della dieta (Jobling et al., 1995).

Un altro modo di classificare queste sostanze prende spunto dalla loro origine. 

Si distinguono pertanto composti di origine:

 naturale (fitoestrogeni ed estrogeni),

 sintetica, ulteriormente suddivisibili in:

a. estrogeni sintetici, a loro volta distinti in:

 farmaceutici (dietilstilbestrolo);

 ndustriali tra cui: pesticidi, conservanti, solventi e plasticizzanti;

b. antiestrogeni sintetici, a loro volta suddivisi in:

 farmaceutici (tamoxifen);

 industriali (diossine).
11
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1.1Impiego dei maggiori distruttori endocrini

Farmaci

In questa categoria si possono annoverare gli estrogeni di sintesi come il 

dietilstilbestrolo (DES), con una struttura, che pur non essendo steroidea, mima 

quella degli estrogeni naturali. È stato ampiamente usato dagli anni 40 agli anni 

70 negli Stati Uniti per prevenire gli aborti in quanto è in grado di stimolare la 

sintesi di estrogeni e progesterone nella placenta; è usato come estrogeno per la 

terapia sostituiva in menopausa, per sopprimere la lattazione e per prevenire il 

cancro alla prostata. Oggi è ormai assodato che il DES predispone ad una serie 

di  tumori  ginecologici  che  vanno  dal  carcinoma  della  vagina  a  quello 

dell’endometrio  e  non  è  quindi  più  utilizzato  (Gill  et  al.,  1979;  Giusti  et 

al.,1995).

Fitoestrogeni
Viene classificata come fitoestrogeno qualsiasi  molecola  non steroidea 

(fenoli eterociclici) prodotta nel mondo vegetale che si lega al recettore degli 

estrogeni, ma con una capacità di attivazione mille volte inferiore (Kuiper et al., 

1998). Elevate concentrazioni si riscontrano nella soia e, in quantità inferiori, in 

molti tipi di frutta, verdura e cereali integrali (Reinli e Block, 1996). A questa 

categoria  appartengono gli  isoflavoni  che sono i  più attivi  e  particolarmente 

rappresentati nella soia e in altre leguminose come lenticchie, fagioli, fave, ceci e 

nei  cereali  integrali  come  grano,  riso,  orzo,  segale  e  avena.  Gli  isoflavoni 

possono  avere  sia  azione  estrogenica  che  anti-estrogenica  modulando  cioè 

insufficienze o eccessi di estrogeni endogeni. Sono infatti utilizzati sia quando i 

livelli di estrogeni endogeni sono bassi compensandone la funzione stimolando, 

anche se debolmente, i recettori specifici, e sia quando gli estrogeni endogeni 

sono alti in quanto, competendo con i recettori di questi ultimi, li sottraggono 

ad una energica stimolazione (essendo dotati  di una capacità di  stimolazione 

mille volte inferiore agli estrogeni endogeni) (Kuiper et al., 1998). I fitoestrogeni 

inoltre,  svolgono  la  loro  attività  anti-estrogenica  interferendo  anche  con  il 

metabolismo  degli  estrogeni  endogeni  mediante  l’inibizione  dell’aromatasi  e 
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aumento  della  sintesi  della  SHBG  (Sex  Hormon  Binding  Globulin)  con 

riduzione della quota libera di estradiolo (Loukovaara et al.,1995).

Pesticidi
I  pesticidi  occupano una posizione molto particolare fra le numerose 

sostanze  chimiche  cui  l’uomo  è  esposto,  poiché  vengono  deliberatamente 

sparse nell’ambiente con l’intento di eliminare alcune forme di vita. Ciò fa sì che 

essi divengano un rischio per la salute umana e per l’ambiente soprattutto in 

quei  paesi  laddove  i  controlli  e  le  attività  di  sorveglianza  non  sono  molto 

sviluppati.  A  differenza  di  altre  sostanze  chimiche,  l’esposizione  ai  pesticidi 

interessa un vasto numero di persone, non soltanto i lavoratori esposti, poiché 

si  possono  trovare  sia  nell’acqua  che  nel  cibo.  Tra  i  pesticidi  più  noti  che 

interagiscono con il sistema ormonale si ricordano il Methoxychlor e l’Atrazina. 

Il  Methoxychlor  è  un idrocarburo  clorurato  usato  correntemente  negli  Stati 

Uniti come pesticida di rimpiazzo del DDT che ha mostrato deboli proprietà 

estrogeniche. L’Atrazina, utilizzata per il controllo delle erbe infestanti quando 

assunta  con  la  dieta,  aumenta  il  rischio  di  sviluppare  il  carcinoma  della 

mammella.   

Ftalati
I composti  clororganici  sono tra le sostanze maggiormente persistenti 

nell’ambiente. Esse possono conservarsi senza degradarsi ed accumularsi negli 

organismi viventi. Un ottimo esempio è rappresentato dal policloruro di vinile 

(PVC), un prodotto di consumo ritrovabile negli oggetti usati quotidianamente 

come imballaggi alimentari, giocattoli e cavi. Un gran numero di esteri di ftalati 

usati nella produzione del PVC hanno mostrato una debole attività estrogenica 

in vitro, suggerendo come essi possono rappresentare una minaccia per la salute 

riproduttiva umana. Alcuni ftalati  sembrano esercitare un’azione che altera  il 

funzionamento delle ghiandole endocrine ed influenzare gli ormoni androgeni 

attraverso altre vie che non siano quelle di legarsi ai loro recettori. Molti degli 

ftalati studiati mostrano di poter ridurre l’affinità di legame del 17β-estradiolo al 

suo recettore; tra questi si ritrovano il Butil-Benzil-Ftalato, il benzofenone, il 4-

nitrotoluene,  capaci  anche  di  indurre  la  proliferazione  in  cellule  dotate  di 

recettore estrogenico. 
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Fenoli
I fenoli  sono composti  organici  che presentano un gruppo ossidrilico 

direttamente  legato  a  un  anello  aromatico.  In  natura  sono  molto  diffusi  e 

servono  come  intermedi  nella  sintesi  industriale  di  prodotti  che  vanno  dai 

collant agli antisettici. Il primo studio che ha dimostrato che alcuni composti 

fenolici  producevano  conseguenze  estrogeniche  è  stato  pubblicato  nel  1936 

(Dodds et al., 1936). Tra i fenoli esplicano attività estrogenica in particolare gli 

alchilfenoli  (AP)  che  sono  composti  fenolici  con  catene  alchiliche  di  varia 

lunghezza.  Gli  AP  sono  sostanze  chimiche  non  alogenate  usate  quasi 

esclusivamente  per  produrre  gli  alchilfenoli  etossilati  (APE),  un  gruppo  di 

tensioattivi non ionici. Quest’ultimi sono ottenuti per condensazione dell'ossido 

di etilene o di propilene con un alchilfenolo (come ad esempio i nonilfenoli) e 

presentano ottime proprietà emulsionanti  e detergenti,  impiegati anche come 

disperdenti nella formulazione di  pesticidi ad uso agricolo e domestico e come 

emulsionante in diversi prodotti per l’igiene e di uso personale (Naylor, 1995; 

Tyl  et  al.,1999).  Una  volta  rilasciati  nell’ambiente,  gli  APE  possono  essere 

nuovamente  degradati  in  AP,  caratterizzati  nell’essere  più  tossici  e  meno 

biodegradabili dei composti da cui originano. Gli alchilfenoli etossilati eliminati 

negli scarichi industriali e urbani giungono negli impianti di depurazione dove 

vengono anche in parte degradati dal metabolismo microbico. Il metabolismo 

microbico  è caratterizzato da una degradazione biotica alla  catena etossilata; 

questi gruppi vengono progressivamente rimossi, con la produzione di prodotti 

terminali  quali  gli  alchilfenoli  (Stephanou,  1982;  Giger  et  al.,  1984).  Gli 

alchilfenoli,  essendo caratterizzati  da  buone  proprietà  antiossidanti,  vengono 

impiegati  anche  nella  produzione  delle  plastiche  trasparenti  utilizzate 

nell’industria  alimentare,  al  fine  di  ritardare  l’ingiallimento  o  l’opacamento 

pertanto, le bevande e gli alimenti che ne vengono a contatto possono risultare 

contaminati (Inoue et al., 2001). 

Due  composti  fenolici  ampiamente  usati,  il  bisfenolo  A  (BPA)  e  il 

nonilfenolo (NP), si ritengono sempre più responsabili della disfunzione delle 

ghiandole  endocrine.  Nel  dicembre  2003,  l’Unione Europea,  considerando il 

BPA contenuto nelle rifiniture di plastica dei cibi in scatola, ne ha ridotto la 
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quantità e ha proposto un uso moderato di NP e rispettivi etossilati (NPE) nella 

lavorazione tessile, della carta, dei metalli e prodotti per la cura personale (EEC, 

2003). 

1.3 Distribuzione di AP e sostanze estrogeno simili 

 Gli AP sono composti idrofobici (Ahel et al., 1993) e sono caratterizzati 

da un’elevata persistenza ambientale (Brunner et al., 1988; Nimrod et al., 1996). 

Vengono  considerati  contaminanti  ubiquitari  dell’ambiente  acquatico  dove 

tendono  in  particolar  modo  ad  associarsi  ai  sedimenti  (Jobling  e  Sumpter, 

1993). NP e NPE sono stati riscontrati in acque dolci e marine superficiali e 

sotterranee  e  in  acque degli  affluenti  ed  effluenti  degli  scarichi  fognari.  Per 

esempio, in diversi organismi di acqua dolce che popolano la Glatt Valley in 

Svizzera,  sono  state  riscontrate  differenti  concentrazioni  di  NP,  nonilfenolo 

monoetossilato  (NP1EO)  e  nonilfenolo  dietossilato  (NP2EO).  La  maggiore 

concentrazione è stata  riscontrata  in alcune alghe macrofite  come Cladofora 

mentre la minore concentrazione osservata nei pesci, indica il mancato avvento 

del processo di biomagnificazione (Ahel et al., 2003). 

Molti  sono  gli  studi  che  evidenziano  diverse  alterazioni  del  sistema 

riproduttivo e endocrino negli alligatori che vivono nel lago Apopka, al centro 

della Florida (USA) (Guillette et a., 1994; Guillette et al., 1999 a,b;  Guillette et 

al.,  2003). Alte concentrazioni di steroidi naturali (E1 e E3) e xeno-estrogeni 

(NP e OP) sono state ritrovate anche in Italia nelle acque del fiume Lambro, un 

affluente  del  Po  (Viganò  et  al.,  2006).  Una  significativa  contaminazione  da 

sostanze  ormono-simili è  stata  inoltre  saggiata  utilizzando  una  linea 

ricombinante  di  lievito  Saccharomyces  cerevisiae  (RMY326  ERERE)  transfettata 

con il recettore estrogenico umano α, in acque marine costiere provenienti dalla 

costa  del  Mar  Tirreno  Settentrionale  tra  il  Golfo  di  La  Spezia  e  la  città  di 

Livorno  (isola Palmaria, all’interno di un impianto di allevamento off-shore di 

mitili; estuario del fiume Magra, a valle di un rimessaggio per nautica diporto; 

porto di Viareggio, in un’area di cantieristica navale; estuario del fiume Arno, in 

prossimità di un Parco Naturale regionale; porto industriale e commerciale di 
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Livorno, vicino ad industrie petrolchimiche) e in estratti  di organismi marini 

edibili (Pinto et al., 2005).

1.4 Bioaccumulazione, bioconcentrazione e biomagnificazione 

La bioaccumulazione di un inquinante è influenzata da numerosi fattori, 

sia estrinseci che intrinseci ad un organismo. Sia gli organismi appartenenti alla 

catena  alimentare  terrestre  (Leita  et  al.,  1991;  Mclachlan,  1996)  che a  quella 

acquatica (Ekelund et al.,  1990; Ahel;  1993),  possono accumulare inquinanti. 

Nonostante  ciò,  la  maggior  parte  degli  studi  sono  focalizzati  sulla  catena 

alimentare acquatica. Ci sono almeno due motivi che spingono gli  studiosi  a 

enfatizzare questo aspetto. Per prima cosa, come notato da Clarkson (1995), si 

ha uno scarso controllo sui contaminanti che entrano nel sistema acquatico. In 

secondo luogo, le catene alimentari acquatiche sono generalmente più lunghe e 

molto più complesse di quelle terrestri. Per questo motivo la concentrazione di 

inquinante nei predatori al vertice risulta molte migliaia (o milioni, Colborn et 

al.,  1993)  di  volte  maggiore  rispetto  alla  concentrazione  nell’acqua  o  nei 

sedimenti.  Pertanto,  mentre  la  concentrazione  di  inquinante  nell’acqua  può 

essere  inferiore  al  limite  di  rilevazione  attualmente  in  uso,  nei  predatori  al 

vertice  della  catena  alimentare  si  possono  riscontrare  gravi  danni  o  morte 

(Facemire et al., 1995; White e Hoffman, 1995; Henny et al., 1996).

Clarkson  ha  esposto  tre  speciali  proprietà  per  il  verificarsi  di  un 

significativo bioaccumulo (i.e. biomagnificazione). L’inquinante deve: a) essere 

lipofilico, b) essere chimicamente e metabolicamente stabile in acqua e negli 

organismi della catena alimentare rispettivamente, c) avere relativamente bassa 

tossicità negli organismi della fascia bassa della catena alimentare per consentire 

l’accumulo nei predatori al vertice. 

La fauna ittica sembra maggiormente sensibile agli effetti negativi sulle 

ghiandole endocrine dovuti a NP (Jobling  et al.,  1996) e BPA (Sohoni  et al., 

2001). L’esposizione ad uno di questi agenti, può infatti indurre negli esemplari 

di  sesso  maschile  la  produzione di  vitellogenina,  una  proteina  regolata  dagli 

estrogeni  prodotta  dalle  femmine  di  vertebrati  ovipari  durante  il  periodo 

riproduttivo e, normalmente assente nei maschi o nelle femmine immature.
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1.5 Modalità di esposizione 

I  principali  fattori  abiotici  che  aumentano il  processi  di  degradazione 

degli  EDC  sono  le  elevate  temperature,  l’aumento  della  luce  del  sole  e  le 

condizioni aerobiche, per cui la velocità di degradazione dovrebbe essere più 

veloce nelle zone calde. Altri processi (come reazioni di idrolisi, di ossidazione 

ecc.) possono trasformare i chimici nell’ambiente. In contrasto molti EDC non 

si  degradano  rapidamente  nell’ambiente  e  possono  accumularsi  in  diversi 

compartimenti (come i sedimenti) o essere trasportati a lunga distanza dalla loro 

sorgente originale. L’esposizione può avvenire attraverso l’aria, l’acqua, il suolo, 

i sedimenti, gli alimenti e i prodotti di consumo. Le sostanze possono quindi 

immettersi nell’organismo attraverso l'ingestione, l’inalazione o il contatto con 

la  pelle  (anche  attraverso  le  branchie)  e  attraversare  le  membrane  cellulari 

(Crosby, 1998).

Aria: la concentrazione di eventuali sostanze chimiche nell’aria dipende 

dalla  loro  volatilità  quando sono  a  contatto  con  l’acqua,  la  vegetazione  e  il 

suolo. Le condizioni meteorologiche (temperatura, velocità del vento, umidità) 

ne influenzeranno quindi la concentrazione (International Program on Chimical 

Safety).

Acqua: è sia il mezzo che circonda un gran numero di specie acquatiche 

(come pesci e invertebrati acquatici) che consumata dagli esseri umani e dalle 

specie  terrestri.  Un  gran  verietà  di  pesticidi,  prodotti  chimici  industriali  e 

ormoni  naturali  sono  stati  rilevati  nelle  acque  di  superficie.  Le  sostanze 

chimiche  possono  essere  disciolte  in  acqua  e\o  legate  al  particolato.  Nelle 

specie  acquatiche  l’assorbimento  può  avvenire  attraverso  il  contatto  diretto 

attraverso  le  branchie  e  attraverso  l’alimentazione.  La  bioconcentrazione  di 

composti organici semipersistenti e persistenti dipende dall’equilibrio tra i lipidi 

del  corpo e l’ambiente  acquatico,  dove la  superficie  delle  branchie  gioca  un 

ruolo fondamentale (MacKay e Fraser, 2000). È stato dimostrato che pesci e/o 

cozze accumulano NPs (Wahlberg et al., 1990; Larsson et al., 1999; Lye et al., 

1999), fenoli alogenati (Asplund et al., 1999), e  etinil-estradiolo (Larsson et al., 

1999). 
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L'acqua potabile è una potenziale fonte di esposizione umana agli EDC 

anche se non è la via di esposizione più importante infatti nei paesi sviluppati 

l’acqua  potabile  è  generalmente  trattata  per  eliminare  le  contaminazioni 

microbiche.  In alcuni casi, altre contaminazioni chimiche vengono introdotte 

nel  processo  di  trattamento  delle  acque  (IPCS,  1999).  Nei  paesi  in  via  di 

sviluppo, l’acqua da bere non è generalmente trattata, ed è spesso contaminata 

da prodotti chimici. Pertanto sono disponibili modelli per calcolare la dose di 

contaminanti assorbita dall’acqua (IPCS, 2000).

Suolo: un gran numero di EDC sono stati riscontrati nel suolo e/o nei 

fanghi di  depurazione in differenti  parti  del  mondo  (Lega et al.,  1997; Hale, 

2001;  Kocan  et  al.,  2001;  Stevens  et  al.,  2001).  Per  alcune  specie  di  fauna 

selvatica (ad esempio,  vermi, lumache, insetti) che vivono in stretto contatto 

con  il  suolo,  questa  può  essere  un  importante  via  di  esposizione.  Questi 

organismi  sono  una parte  della  catena  alimentare  di  alcuni  uccelli  e  animali 

terrestri,  gli  animali  da  fattoria  possono  quindi  essere  esposti  al  suolo 

contaminato  attraverso  il  pascolo  e  contribuire  in  tal  modo  all'esposizione 

umana attraverso la catena alimentare.

Sedimenti: possono essere una via di esposizione per talune specie di 

fauna selvatica che vivono in stretto contatto con o nei sedimenti per tutto o 

parte  del  loro  ciclo  vitale.  Sono  disponibili  diversi  dati  riguardo 

PCDDs/PCDFs, PCBs, e alcuni ritardanti di fiamma nei sedimenti di estuari 

europei   (van Zeil,  1997;  Sellström et al.,  1999;  Olsson et  al.,  2000).  Anche 

sostanze chimiche meno persistenti come gli alchilfenoli etossilati e NP sono 

state riportate nei sedimenti (Bennett et al., 1998; Lye et al., 1999). 

Cibo: l’ingestione di EDC attraverso l’assunzione di cibo è generalmente 

considerata la maggiore via di esposizione sia per il genere umano che per la 

maggior parte della fauna selvatica. Il contributo dell’esposizione attraverso la 

dieta  varierà  a  seconda  delle  preferenze  alimentari,  posizione  nella  catena 

alimentare,  specie  e  quantità  consumate.  Inquinanti  organici  persistenti  e 

lipofilici spesso si bioaccumulano in specie al vertice della catena alimentare. In 

uccelli e mammiferi marini che si nutrono di pesci è stato trovato un livello di 

POPs molto più alto di quello ritrovato nei pesci di cui si nutrono o comparato 
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con i livelli delle acque in cui si trovano (SEPA, 2001).  Ad esempio nel mar 

Baltico, le foche grigie hanno una concentrazione di DDT e PCB nei tessuti 

adiposi in media 100 volte superiori a quelli trovati nell'aringa, il loro alimento 

principale (Bignert et al., 1998). Gli orsi polari, che costituiscono l’anello finale 

della catena alimentare marina della regione Artica, hanno un totale di PCB 100 

volte superiore a quello riscontrato nelle donne Scandinave (Henriksen et al., 

2001). Gli elevati livelli di PCB in queste specie al vertice della catena alimentare 

sono  dovuti  alla  bioaccumulazione  di  vari  generi  di  PCB.  In  generale,  i 

mammiferi marini, gli uccelli predatori e mangiatori di pesci, e i pesci predatori 

hanno una maggiore concentrazione di inquinanti organici persistenti rispetto al 

livello più basso della catena alimentare  della fauna selvatica terrestre (Jansson 

et al.,1993).  Ed è proprio tra questi animali che sono stati  evidenziati effetti 

come  il  fallimento  della  riproduzione,  teratogenicità  e  assottigliamento  del 

guscio.  

L’uomo  tende  a  consumare  vegetali  e  prodotti  alimentari  di  origine 

animale,  e  poiché  le  scelte  alimentari  variano  tra  culture  e  popolazioni, 

l'esposizione EDC differiscono notevolmente da persona a persona (Borrell et 

al.,  1993;  Hansen et al.,  1998;  Lindström et  al.,  1999).  Alcune delle più alte 

concentrazioni  di  inquinanti  organici  persistenti  sono  stati  osservate  nelle 

popolazione inuit nel nord del Canada e della Groenlandia (Ayotte et al., 1997; 

Hansen et al., 1998) e nelle donne delle isole Faroe (Fängström et al., 2002).

Prodotti  di  consumo: per  l'uomo,  una  vasta  gamma di  prodotti  di 

consumo (ad esempio,  prodotti  per  la  pulizia,  prodotti  personali,  cosmetici, 

prodotti  chimici  per  giardino)  determinano  esposizione  tramite  inalazione, 

ingestione e contatto cutaneo. Di particolare preoccupazione è l’estere ftalato a 

cui sono esposti i bambini piccoli attraverso le gomme da masticare, i giocattoli 

e gli anelli da dentizione (Steiner et al., 1999).

19



Dottorato in Biologia Avanzata XXII ciclo                                     dott.ssa Mariailaria Verderame

Capitolo 2
Il nonilfenolo

Il nonilfenolo (NP) è un composto xeno-biotico usato nella produzione 

di antiossidanti, di additivi per oli lubrificanti e maggiormente nella produzione 

di nonilfenoli etossilati tensioattivi (USEPA, 1990). I NP etossilati sono efficaci 

tensioattivi  molto  costosi  che  danno  risultati  eccezionali  e  di  conseguenza 

ampiamente  utilizzati  in campo industriale,  istituzionale,  commerciale  e  nelle 

applicazioni domestiche come nella formulazione di detergenti ed emulsionanti 

(Fiege et al., 2000; Langford e Lester, 2002; Lorenc et al., 2003).  L’ NP è stato 

sintetizzato  per  la  prima  volta  nel  1940  e  da  allora  il  suo utilizzo  e  la  sua 

produzione  sono  aumentati  quasi  esponenzialmente  (Manzano  et  al.,  1998; 

Anonymous, 2001). La produzione annuale di NP si aggira intorno alle 154,200 

tonnellate  in  USA  (Anonymous,  2001),  73,500  tonnellate  in  Europa 

(HELCOM, 2002),   16,500 tonnellate in Giappone   (JME, 2001),  e  16,000 

tonnellate in Cina (Anonymous, 2004). 

Gli effetti nel NP e dei NP etossilati nell’ambiente sono estremamente 

controversi. Le prime preoccupazioni sono emerse nel 1983-84 dalla Svizzera, 

quando Giger e collaboratori hanno stabilito che i NP etossilati e i prodotti di 

degradazione sono più tossici  per la vita acquatica rispetto ai loro precursori 

(Giger et al., 1984).

La  prima  prova  dell’azione estrogenica  del  NP è  stata  pubblicata  nel 

1938 da Dodds e Lawson (1938) ma solo 60 anni dopo Soto e collaboratori 

(Soto  et  al.,  1991)  accidentalmente  osservarono  la  capacità  del  NP  di 

determinare  la  proliferazione  di  cellula  tumorali  nella  stessa  misura  degli 

estrogeni. 

L’  NP  è  classificato  tra  i  distruttori  endocrini  come  sostanza  xeno-

estrogenica  in  quanto  grazie  alla  sua  somiglianza  strutturale  con  il   17β-

estradiolo ne mima l’azione, competendo per il sito di legame del ligando del 

recettore degli estrogeni (ER) (White et al.,  1994; Lee e Lee, 1996); inoltre è 

ampiamente  riportato  da  studi  in  vitro e  in  vivo che  la  potenza  nell’attività 

estrogenica del NP è minore di quella degli estrogeni naturali (Soto et al., 1995; 
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Jobling et al., 1996;  Blom et al., 1998; Sohoni e Sumpter, 1998, Arukwe et al., 

2000,2001; Laws et al., 2000; Gaido et al., 2000; Yoon et al., 2000; Thorpe et al., 

2001; Kobayashi et al., 2005). È stato stimato inoltre che l’affinità di legame del 

NP al  recettore degli estrogeni  è approssimativamente di  4.0 x 10-5 inferiore 

rispetto agli estrogeni naturali (Villeneuve et al., 1997).

Poiché il NP è composto da una gamma di isomeri (Wheeler et al., 1997; 

Thiele et al., 2004; Guenther et al., 2006) è stata correlata la struttura molecolare 

degli isomeri con la sua attività endocrina (Routledge e Sumpter, 1997). Quello 

che ne è emerso è che per l’attività endocrina del NP appare determinante la 

posizione para del gruppo fenolico OH e la catena laterale ramificata alifatica 

(Odum et al., 1997; Tabira et al., 1999; Kim et al., 2004), pertanto non tutti gli 

isomeri del NP sono capaci di indurre attività estrogenica. 

Nell’esplicare dunque la sua attività estrogenica, il NP si lega direttamente ai 

recettori degli estrogeni inducendo così la trascrizione dei geni a valle regolati 

da questa via (Celius et al., 1999). È inoltre riportato che il legame del NP al ER 

induce  un  cambio  di  conformazione  nel  recettore  che  è  diverso  da  quello 

indotto a seguito del legame col ligando naturale, pertanto il differente cambio 

di  conformazione  indotto  dal  NP  potrebbe  determinare  una  posizione 

incorretta  dell’elica  H12  con  la  conseguente  incompleta  attivazione  di  ER 

(Madigou  et  al.,  2001).  Pertanto  il  fatto  che  il  NP sia  capace  di  indurre  la 

trascrizione dai geni per ER e VTG negli epatociti a dosi molto alte e a livelli 

più bassi di quanto non facciano gli estrogeni naturali, è probabilmente dovuto 

e alla sua debole affinità per ER (Petit et al., 1997 da Madigou et al., 2001) ma 

anche  alla  non  perfetta  efficienza  di  trascrizione  della  conformazione  del 

complesso NP-ER rispetto a E2-ER (Madigou et al., 2001). 

Il  NP  è  inoltre  capace  di  incrementare  i  livelli  endogeni  del  recettore 

steroideo (Thibaut e Porte, 2004; Acevedo et al., 2005; Soverchia et al., 2005), 

ciò  ha  aperto una questione sul  modo in cui  il  NP può attivare  i  recettori: 

direttamente o indirettamente mediante l’incremento dei livelli di estrogeni nel 

sangue.

Per quanto concerne la metabolizzazione e l’escrezione, questa avviene 

attraverso  le  urine  e  soprattutto  attraverso  la  bile  come  composti  NP 
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glucoronidati  e  idrossilati,  come  documentato  in  diverse  specie  di  pesci 

(Coldham et al., 1998; Arukwe et al., 2000; Sabo-Attwood et al., 2007).

I paesi europei hanno assunto un’azione contro i composti a base di NP, 

in primo luogo con l’introduzione di accordi volontari  tra industria e governi 

per ridurre l'uso e la produzione di derivati del nonilfenolo (PARCOM 92/8, 

2000). Successivamente il NP e i suoi composti etossilati sono stati designati 

come sostanze pericolose  prioritarie  nella Direttiva  2000/60/EC e molti  dei 

loro  usi  sono  stati  correntemente  regolati  (Directive  2003/53/EC,  2003). 

Attualmente l'EPA (Environmental Protection Agency) ha accettato i rischi del 

NP  e  ha  preparato  una  guida  per  la  qualità  delle  acque  nell’ambiente: 

raccomandano quindi concentrazioni di nonilfenolo in acqua dolce inferiori a 

6,6 µg / l, e in acqua salata al di sotto di 1,7 µg / l (Brooke e Thursby, 2005). 

Nonostante molti altri paesi, tra cui  Cina, India e alcuni paesi dell'America del 

Sud utilizzano e producono in grande quantità composti a base di NP, non è 

stato  preso  nessun  provvedimento  da  nessuno di  questi  paesi  per  ridurre  o 

eliminare  il  loro  utilizzo.  Gli  NPs  etossilati  nella  maggior  parte  dei  mercati 

europei, canadesi e giapponesi sono sostituiti da altri tensioattivi, soprattutto da 

etossilati  alcolici.  Tali  tensioattivi  sono  meno  efficienti,  ma  più  sicuri  per 

l'ambiente dove si degradano più rapidamente (Campbell, 2002).

2.1 Origine 

Il  NP è  costituito da  un anello  fenolico  e  una catena  di  nove atomi di 

carbonio in posizione para. In natura, si presenta come un liquido viscoso con 

un pallido colore. E’ prodotto industrialmente dall’alchilazione del fenolo con il 

nonene in condizioni di calalisi acida. La miscela finale è composta da più di 22 

isomeri (Wheeler et al., 1997; Thiele et al., 2004). Il più comunemente utilizzato 

è il nonilfenolo etossilato che, rilasciato nell’ambiente, è nuovamente degradato 

in nonilfenolo che è persistente e bioaccumulabile. La temperatura ha una forte 

influenza sul tasso di biodegradazione dei nonilfenoli etossilati, è stato infatti 

dimostrato che la biotrasformazione di questi composti è 2-10 volte più alta a 

22.5 C cha a 13 C  (Kravetz et al.,  1983; Ahel et al.,  1994b; Manzano et al., 

1999).
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Lo scarico diretto dei composti derivati dal NP dal settore industriale è 

stato stimato essere intorno allo 0.5% (96 tonnellate) della produzione totale in 

Canada nel 1996 (Servos et al., 2003).  La maggiore fonte di NP nell’ambiente 

deriva  dalla  degradazione dei  NP etossilati  (Langford e Lester,  2002).  I  NP 

etossilati  contengono  una  catena  etossilata  con  una  lunghezza  che  segue  la 

distribuzione di Poisson (Hager, 1998), con una recalcitranza che aumenta al 

diminuire del numero di gruppo etossilati (Shao et al., 2003; Soares, 2005). 

2.2 Destino e insorgenza

Il  destino  del  NP  nei  diversi  compartimenti  ambientali  (acque  di 

superficie,  sedimenti,  acque  sotterranee,  suolo  e  aria)  è  controllato 

principalmente dalle sue proprietà fisico-chimiche che a loro volta influenzano 

la sua degradazione (John et al., 2000; Langford e Lester, 2002). È dotato di una 

scarsa mobilità che non gli permette di diffondere nella fase acquosa del suolo e 

nei sedimenti (Barber et al., 1988). La pressione di vapore e la costante di Henry 

sono 2.07×10−2 Pa e 8.39×10−1 Pa m3/mol, rispettivamente, ciò suggerisce che 

è  un  composto  semi-volatile  capace  di  effettuare  scambi  acqua  /aria  (Ney, 

1990).  Una  volta  raggiunta  l’atmosfera,  il  NP  può  essere  trasportato  agli 

ecosistemi acquatici e terrestri per mezzo dell’umidità (Fries e Puttmann, 2004). 

Nello  strato  superficiale  delle  acque  naturali  la  concentrazione  di  NP  può 

diminuire  a  causa  della  fotolisi  indotta  dal  sole  (Ahel  et  al.,  1994b),  ma nei 

sedimenti si considera una vita media di più di 60 anni (Shang et al., 1999). La 

biodegradazione del NP può avvenire anche attraverso i microorganismi, ma è 

limitata della presenza di ossigeno (Topp e Starratt, 2000; Hesselsoe et al., 2001) 

e  dalla  biodisponibilità  (Bosma  et  al.,  1997;  Kelsey  et  al.,  1997).  Le  zone 

contaminate dal NP quindi contengono microorganismi capaci di degradare il 

NP solo quando la microflora indigena si adatta alla presenza del contaminante 

(Ahmed et al., 2001; Saagua et al., 2002; Soares et al., 2003). 

La maggior parte delle indagini focalizzate alla individuazione del NP in 

ambiente  acquatico  sono  in  accordo  col  fatto  che  la  sua  presenza  è 

principalmente correlata con le attività antropiche. La principale sorgente di NP 

nelle acque di superficie (torrenti,  fiumi, laghi ed estuari), oceani e sedimenti 
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sembra essere strettamente connessa con lo scarico di effluenti dal trattamento 

delle acque reflue (Ahel et al., 1994a; Hale et al., 2000; Corsi et al., 2003). La 

concentrazione di NP riscontrata nelle acque dei fiumi si aggira tra 0.7 ng/l e 15 

μg/l (Bester et al., 2001; Petrovic et al., 2002), tali valori presentano variazioni 

stagionali  con  maggiori  picchi  in  estate  che  determinano  una  maggiore 

degradazione degli NP etossilati a causa dell’incremento dell’attività microbica a 

temperature più calde (Li et al., 2004). È noto inoltre che l’assorbimento del NP 

è  controllato  da  due  maggiori  interazioni:  interazioni  idrofiliche  con  i 

componenti minerali e interazioni idrofobiche con la materia organica (John et 

al., 2000). Si stima che una volta entrato nei sedimenti la vita media del NP sia 

superiore a 60 anni (Shang et al., 1999).

La  presenza  del  NP nel  suolo  non  è  ben  documentata  come  la  sua 

presenza in ambiente acquatico. Comunque ancora una volta la sua presenza è 

legata  alle  attività  antropiche  come  i  fanghi  di  depurazione,  discariche  e 

fuoriuscite  accidentali  (CCME, 2002;  Vikelsoe et al.,  2002).  L’attività  che ha 

sollevato  maggiore  preoccupazione  e  ha  ottenuto  maggiore  attenzione  è  il 

riciclaggio dei fanghi di depurazione per i terreni agricoli. Secondo uno studio 

danese,  la frazione di fanghi riciclati  dagli agricoltori nel 2002 è stata il 66% 

della produzione totale (Langford e Lester, 2002; Jensen e Jepsen, 2005). 

Negli imballaggi alimentari il NP si origina dall’ossidazione dell’additivo 

antiossidante tris-nonilphenolo fosfito (McNeal et al., 2000). I livelli di NP in 

diversi  materiali  di  imballaggio sono stati  recentemente  valutati  e  sono state 

stimate concentrazione che vanno da 0.03 µg/g nelle bottiglie di acqua di PET 

a 287 µg/g nelle pellicole in PVC, 40 µg/kg nei cartoni per bevande di latte 

UHT  e  32  µg/kg  in  bottiglie  di  latte  HDPE  (Casajuana  e  Lacorte,  2004; 

Fernandes et al., 2008).
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Capitolo 3
Gli estrogeni e loro meccanismo d’azione: cenni di endocrinologia 

In tutti  i  vertebrati  gli  estrogeni sono essenziali  per la regolazione dei 

processi  riproduttivi.  Sebbene  siano stati  considerati  per  lungo tempo come 

“ormoni femminili” è largamente documentata, seppur con un discusso ruolo 

fisiologico, la loro presenza nella gonade maschile (Zondek, 1934; Goldzieher e 

Roberts, 1952; Leach et al., 1956; Morse et al., 1962; Attal, 1969; Reside, 1969; 

Oh & Tamaoki, 1970; Kelch et al., 1972).

Gli estrogeni (C18) appartengono alla famiglia degli ormoni steroidei,  un 

vasto gruppo di ormoni lipofilici derivati dal colesterolo (C27) per taglio della 

catena laterale. In natura gli estrogeni sono essenzialmente rappresentati da 17β-

estradiolo (E2), estrone, estriolo. 

 La  sintesi  degli  estrogeni  è  catalizzata  dall’aromatasi,  un  enzima 

appartenente  alla  superfamiglia  del  citocromo P450,  che  agisce  sull’anello  A 

degli  androgeni  determinando  demetilazione  e  aromatizzazione  dell’anello 

fenolico A caratteristico degli  estrogeni  (Nebert  et  al.,  1987;  Simpson et  al., 

1994).

L’ attività degli estrogeni è mediata da due recettori che appartengono 

alla super-famiglia dei recettori nucleari dei fattori di trascrizione  (Evans, 1988; 

Laudet et al., 1992). La prima proteina legante gli estrogeni è stata scoperta e 

caratterizzata nel 1950 da Elwood Jansen e oggi identificata come ERα. Gli ER 

sono stati clonati per la prima volte nell’uomo più di 20 anni fa (Walter et al., 

1985, Green et al., 1986). Dieci anni dopo l’identificazione del primo recettore 

degli  estrogeni,  fu identificato un secondo recettore  specifico (Kuiper  et  al., 

1996). Questo nuovo ER, clonato per la prima volta da una libreria di cDNA di 

ratto, fu chiamato recettore β (ERβ) (Kuiper e Gustafsson, 1997). 

ERα  e  ERβ  sono  prodotti  da  geni  separati  localizzati  nell’uomo  sul 

cromosoma 6 e 14 rispettivemente (Menasce et al., 1993, Enmark et al., 1997).

Tutti  i  membri  della  famiglia  dei  recettori  steroidei  condividono  una 

comune disposizione  di  cinque domini  identificati  da A a F,  codificati  da 9 

esoni (Enmark et al., 1997). La regione più conservata sia della forma alpha che 
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beta  del  recettore  degli  estrogeni  è  il  dominio  che  lega  il  DNA  (C),  che 

comprende  due  distinti  motivi  zinc  fingers  attraverso  i  quali  il  recettore 

interagisce con l’elica del DNA. La sequenza EGCKAF (hERβ a.a. 122-127) 

alla base del primo zinc finger, è essenziale per il legame allo specifico elemento 

di risposta agli estrogeni (ERE) sui geni bersaglio (Forman e Samuels, 1990), e 

la regione del secondo zinc finger contribuisce alla dimerizzazione del recettore 

sono  identiche  in  entrambi  ERα  e  ERβ.  Il  dominio  E2 che  definisce  la 

specificità del legame col ligando, è localizzato nella porzione C-terminale della 

proteina (Forman e Samuels, 1990). 

Come tutti  i recettori  per gli ormoni steroidei,  gli  ERs, in assenza del 

ligando  sono  associati  nel  citoplasma  a  heat-shock-proteins   (hsp90,  hsp70, 

hsp56) (Baulieu et al.,  1990, Pratt et al.,  1992,1993) formando un complesso 

oligomerico che non è in grado di legare il DNA. In seguito al legame con gli 

estrogeni, tale complesso si dissocia e i recettori dimerizzano.

A seconda se uno o entrambi i recettori sono presenti nella cellula, a seguito 

dell’interazione  col  ligando,  i  sottotipi  di  ER  possono  formare  omodimeri 

(ERα-ERα  o  ERβ-ERβ)  o  eterodimeri  (ERα-ERβ)  (Cowley  et  al.,  1997; 

Pettersson  et  al.,  1997).  I  dimeri  si  legano  a  specifiche  sequenze  di  DNA, 

elementi di risposta agli estrogeni (ERE), presenti nella regione del promotore o 

negli  enhancers  di  specifici  geni  bersaglio  (Kumar  e  Chambon,  1988; 

Gronemeyer,  1991,  1992).  L’affinità  di  legame dei  dimeri  ERα-ERα e  ERα- 

ERβ agli ERE si ritiene sia più alta degli omodimeri ERβ- ERβ (Cowley et al., 

1997). 

La  regione  ERE  consiste  di  due  elementi  palindromi  separati  dalle 

sequenze  5’AGGTCA3’.  Il  primo  ERE  è  stato  identificato  nel  gene  della 

vitellogenina di Xenopus (Klein-Hitpass et al., 1986).

Quando i due sottotipi di recettore sono coespressi  nella cellula, ERβ 

può  antagonizzare  la  trascrizione  ERα-dipendente  (Matthews  e  Gustaffson, 

2003) ma il meccanismo molecolare attraverso il quale ERβ media l’inibizione 

del  segnale  di  ERα  è  ancora  oggetto  di  ricerca.  ERβ,  in  presenza  di  ERα, 

inibisce  la trascrizione genica regolata da ERα (Lindberg et al., 2007) e, in una 
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linea cellulare T47D è stato dimostrato che l’espressione di ERβ e della variante 

ERβ2 incrementa la degradazione proteolitica di ERα (Matthews et al., 2006).

Diversi gruppi di studio hanno evidenziato che l’espressione di ERα e 

ERβ può essere modulata dall’esposizione agli estrogeni (Castles et al.,  1997; 

Nomura  et  al.,  2003),  ma  poco  si  sa  riguardo  l’importanza  biologica  e  il 

meccanismo molecolare coinvolto in questa autoregolazione. Nel caso di ERα, 

l’esposizione agli  E2 determina un incremento ligando-dipendente nell’attività 

delle due distinte regioni del promotore, sebbene non sia noto se tutti i distinti 

promotori di ERα siano responsivi agli estrogeni (Castles et al., 1997; Danger et 

al., 2001). 

Per entrambi i recettori sono state inoltre descritte diverse isoforme, ma 

non è ben noto se tutte le isoforme sono espresse come proteine funzionali. 

Molte varianti di ERα differiscono nella loro 5’UTR. Molte delle isoforme più 

piccole  di  ERα  sono  state  isolate  e  identificate  in  differenti  linee  cellulari 

(Flouriot et al., 2000; Wang et al., 2005). 

È ampiamente noto che gli estrogeni sono in grado di autoregolare la 

stabilità del mRNA che codifica per il proprio recettore (Ing, 2005). La capacità 

degli  E2 di indurre l’espressione epatica del loro recettore è documentata nei 

maschi  di  pesci  e in una tartaruga  (Pakdel et  al.,  1997; Custodia-Lora et al., 

2004a). Sembra inoltre che tale induzione sia differentemente regolata dagli E2: 

infatti in rainbow trout e in zebrafish l’espressione di ERα è up-regulated dagli 

E2 (Menuet et al., 2004; Boyce-Derrocot et al., 2009) mentre nel fegato di tilapia, 

E2 negativizzano l’espressione di ERβ (Davis et al., 2008). 

I recettori degli estrogeni, al di là del loro ligando naturale, sono in grado 

di legare un ampia gamma di composti con strutture diverse grazie alla presenza 

di un’ampia cavità che lega il ligando. Composti estrogen-like possono mostrare 

differenti  preferenze  di  legame  e  relative  affinità  di  legame  per  entrambi  i 

sottotipi di ER (Kuiper et al., 1998) e per gli ERs di differenti specie (Flouriot 

et al.,  1995; Nimrod e Benson, 1997; Loomis e Thomas,  1999; Kloas et al., 

2000; Matthews et al., 2000; Tollefsen et al., 2002; Urushitani et al., 2003). Gli 

ERs del maiale per esempio mostrano una maggiore affinità per l’α-zearalenol 

rispetto a ER della gallina (Fitzpatrik et al., 1989). Queste differenze potrebbero 
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essere dovute alla variabilità tra le varie specie nella sequenza amminoacidica 

all’interno del dominio che lega il ligando (Fielden et al., 1997, Matthews et al., 

2000). Relativamente agli E2 è stato dimostrato che il NP mostra un’affinità per 

ERα 100 volte minore e 10.000 volte inferiore per ERβ (Gale et al., 2004).

Relativamente agli estrogeni naturali sembra che nel ratto e in channel 

catfish mostrino una maggiore affinità per ERβ rispetto a ERα (Kuiper et al., 

1996, 1997; Gale et al., 2004).

3.1 Estrogeni e ER nella femmina di mammifero 

L’identificazione  di  una  attività  estrogenica  prodotta  nell’ovario  risale 

agli  studi  di  Allen  e  Doisy  nel  1923.  Anche  in  queste  fasi  iniziali  è  stato 

riconosciuto non solo che gli  estrogeni  sono sintetizzati  dall’ovario,  ma che 

l’ovario  è  esso  stesso  bersaglio  dell’azione  degli  estrogeni  (Pencharz,  1940, 

Williams, 1940). Tra i due tipi di recettore quello che predomina nell’ovario di 

ratto è il sottotipo β (Byers et al., 1997; Saunders et al., 1997).

Per molti aspetti, l’importanza della presenza di ER funzionanti è stata 

evidenziata nel topo mediante esperimenti di knockout per ER. I topi knockout 

per ERα (αERKO) hanno il peggiore fenotipo ovarico, i follicoli non riescono a 

maturare o a ovulare, formano cisti emorragiche e gli individui risultano infertili 

(Lubahn et al., 1993; Dupont et al., 2000). Molti dei fenotipi ovarici αERKO 

sarebbero spiegati dal mancato feedback negativo mediato dagli estrogeni sulla 

secrezione del LH ipofisario, ciò determinerebbe un alto livello cronico di LH, 

e un conseguente aumento della steroidogenesi ovarica (Schomberg et al., 1999; 

Couse et al., 2003). Al contrario gli ovari dei topi βERKO apparirebbero grosso 

modo normali, con follicoli a tutti gli stadi di sviluppo ma con pochi corpi lutei 

(Krege  et  al.,  1998;  Dupont  et  al.,  2000).  Inaspettatamente  invece  nei  topi 

αβERKO le cellule della granulosa si transdifferenziano in cellule del Sertoli, un 

fenotipo questo evidente nei topi con una mirata alterazione del gene cyp19 che 

codifica per l’aromatasi (Fisher et al., 1998; Britt et al., 2002).

Gli estrogeni sono ben noti avere un’azione morfogena, e il loro ruolo 

nella  morfogenesi  è  evidente  dalla  struttura  dell’utero  (Couse  et  al.,  1999), 

dell’ovario (Couse et al., 1999), della ghiandola mammaria (Forster et al.,2002) 
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di topi knockout per ERα e ERβ. ERα e ERβ possono avere azioni opposte sui 

promotori  di molti geni,  in particolare di  quelli  coinvolti  nella proliferazione 

cellulare  il  che  ha  suggerito  cha  la  risposta  proliferativa  globale  agli  E2 è  il 

risultato di un bilancio tra il segnale di ERα e ERβ ( Liu et al., 2002).

La regolazione dei livelli dell’mRNA per ER da parte degli estrogeni è 

variabile a seconda del tessuto in esame. In uno studio condotto nelle femmine 

di ratto i livelli del mRNA per ER incrementano nell’utero dopo l’ovariectomia, 

per cui gli ERs sono sotto il controllo negativo degli estrogeni, nel fegato invece 

i livelli di ER mRNA sono sotto la regolazione positiva degli E2, infatti i livelli 

epatici  di  ER mRNA si  riducono a  seguito di  ovariectomia  (Shupnik  et  al., 

1989).

3.2 Estrogeni e ER durante la vitellogenesi nelle femmine dei vertebrati  
non mammiferi

La vitellogenesi è una strategia riproduttiva operata in tutti i vertebrati 

ovipari nei quali l’accumulo di vitello all’interno dell’uovo consente la nutrizione 

dell’embrione.

Il processo vitellogenetico che avviene dunque in tutte le femmine dei 

vertebrati  ovipari  a  riproduzione  stagionale,  è  innescato  dall’asse  ipotalamo-

ipofisi-gonadi.  Infatti  fattori  ambientali  quali  la  temperatura  e il  fotoperiodo 

stimolano il nucleo arcuato dell’ipotalamo a rilasciare un decapeptide, il GnRH 

(fattore di rilascio delle gonadotropine) il quale stimola le cellule gonadotrope 

dell’ipofisi a sintetizzare due ormoni glicoproteici (LH/FSH like) che per via 

ematica  raggiungono l’ovocita  in accrescimento stimolando la  produzione di 

estrogeni (Wallace, 1985). Tra questi il 17β-estradiolo stimola le cellule epatiche 

a  produrre  la  vitellogenina  (VTG)  (Tata,  1978;  Wallace,  1985;  Carnevali  e 

Belvedere, 1991; Pakdell et al., 1991) che è il maggiore precursore delle proteine 

del tuorlo, è sintetizzata dal fegato delle femmine sessualmente mature solo nel 

periodo riproduttivo e, rilasciata in circolo, raggiunge gli ovociti dove penetra 

con un meccanismo di  endocitosi  mediata  da  recettori  (Ghiara  et  al.,  1968, 

Limatola  e  Filosa,  1989;  Schneider,  1996).  Nella  lucertola  Podarcis è  stato 

evidenziato che il recettore per la VTG è presente nella compagine strutturale 
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della membrana plasmatica dell’ovocita solo durante il periodo riproduttivo, e la 

sua comparsa può essere indotta sperimentalmente dalla somministrazione di 

FSH anche nel periodo non riproduttivo (Romano e Limatola, 2000). In questa 

specie  la  membrana  plasmatica  degli  ovociti  reclutati  per  l’accrescimento  e 

destinati all’ovulazione, subisce un notevole incremento di superficie finalizzato 

all’uptake  dei  precursori  esogeni  del  vitello.  All’interno  del  citoplasma 

ovocitario,  la  VTG si  stacca  dai  suoi  recettori,  le  vescicole  perdono  il  loro 

rivestimento  di  clatrina  e  si  fondono  tra  di  loro  per  formare  le  placchette 

primordiali  di vitello che si trasformano successivamente in globuli di vitello 

maturi (Ghiara et al., 1968; Limatola e Filosa, 1989). Una volta racchiusa nei 

globuli vitellini, la VTG viene proteoliticamente scissa in lipovitelline e fosvitine 

(Burley e Cook, 1961; Bergink e Wallace, 1974; Deeley et al.,  1975; Wallace, 

1985;  Callard  et  al.,  1990). In  tutti  i  vertebrati  studiati  le  lipovitelline  sono 

proteine ad alto peso molecolare con una natura idrofobica, le fosvitine hanno 

un peso molecolare più basso e sono altamente fosforilate, con una sequenza 

amminoacidica costituita  per  circa il  60% da molecole  di  serina (Redshaw e 

Follett,  1971;  Wallace,  1978).  Le lipovitelline e le fosvitine costituiscono più 

dell’80% delle proteine totali del tuorlo negli ovociti vitellati, e rappresentano la 

fonte  primaria  di  nutrienti  quali  lipidi,  amminoacidi,  carboidrati  e  fosfati 

durante lo sviluppo embrionale. Nelle uova pelagiche di alcuni teleostei è stato 

evidenziato un evento di proteolisi supplementare delle proteine del vitello che 

avviene già alla maturazione degli ovociti (Wallace et Selman, 1985; Matsubara 

et al.,  1995), ed è accompagnato da un notevole incremento di volume degli 

stessi dovuto ad un processo di idratazione (Greeley et al., 1986; Carnevali et al., 

1992,1993; Matsubara et al., 1995; Thorsen et al., 1996). Si ipotizza che questa 

seconda proteolisi produca nelle uova pelagiche un incremento nel contenuto di 

amminoacidi liberi che fungono da effettori osmotici necessari per l’influsso di 

acqua (Carnevali et al., 1991). Tale “hydration”, tipica dei teleostei marini, rende 

le  uova  galleggianti  e  più  facilmente  trasportabili  dalle  correnti  (Wallace  e 

Selman,  1985;  Carnevali  et  al.,  1992);  inoltre  gli  amminoacidi  liberi  prodotti 

rappresentano un substrato e per la sintesi di proteine durante l’embriogenesi e 

per il metabolismo aerobio (Matsubara et al., 1999).
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Negli  uccelli  sono stati  trovati  almeno tre  geni  che codificano per  la 

vitellogenina  (VTGI,  VTGII,  VTGIII)  e  uno  di  questi,  VTG  II,  è  stato 

interamente clonato e sequenziato (Van het Ship et al., 1987). Studi condotti sul 

prodotto di VTGII evidenziano che dalla scissione proteolitica  si  ottengono 

LipI, LipII, fosvitina e, una glicoproteina di 40 kDa (YGP 40). Sulla base della 

sequenza  amminoacidica  dedotta,  LipI  è  localizzata  all’estremità  N-terminale 

seguita dalla fosvitina, da LipII e da YGP 40 che corrisponde al dominio C-

terminale (Yamamura et al., 1995).

Nella  lucertola  Anolis  pulchellus,  è  stato  proposto  un  meccanismo 

alternativo di sintesi delle proteine del tuorlo. In condizioni native sono state 

evidenziati nel plasma tre tipi diversi di VTG (VTG1, VTG2, VTG3). Secondo 

gli AA soltanto le forme di VTG ematiche di taglia elevata e intermedia daranno 

origine  dopo  scissione  proteolitica  nell’ovocita  alle  componenti  fosforilate, 

mentre la più piccola fra le VTG plasmatiche, 116 kDa, verrebbe sintetizzata 

indipendentemente  dal  fegato,  riversata  in  circolo  e  inglobata  come  tale 

(lipovitellina) negli ovociti (Morales et al., 1987).

Nel  serpente  tropicale  Bothrops  jararaca il  processamento  della  VTG 

appare del tutto inusuale rispetto agli altri vertebrati. In questa specie la VTG 

plasmatica è composta da due subunità, la maggiore è ricca di fosfato e povera 

di  carboidrati,  la  minore  è  altamente  glicosilata  e  poco  fosforilata.  Le  due 

subunità  si  originano  da  un precursore  comune  a  più  alto  peso  molecolare 

sintetizzato dal fegato (Janeiro-Cinquini et al., 1999). 

Nelle  femmine  dei  vertebrati  non  mammiferi,  la  produzione 

eterosintetica di vitellogenina è sicuramente quella preponderante (Ghiara et al., 

1968; Wallace, 1968-85; Bergink et al., 1974; Limatola e Filosa, 1989) ma negli 

elasmobranchi (Prisco et al., 2004) e tra i rettili nella lucertola Podarcis (Limatola 

1975)  è  stata  evidenziata  la  presenza  di  granuli  di  vitello  e/o  di  VTG 

nell’epitelio follicolare degli ovociti in accrescimento. In zebrafish, un ulteriore 

sito di sintesi per la VTG è stato evidenziato a livello degli adipociti presenti 

nell’intestino e nell’ovario (Wang et al.,  2005). Pertanto alcuni tessuti adiposi 

potrebbero conservare la funzione di sintetizzare VTG come negli insetti. 
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In molti vertebrati ovipari è stato osservato che il controllo della sintesi 

del precursore delle proteine del tuorlo è più complesso e può coinvolgere non 

solo  il  17β-estradiolo,  ma  anche  altri  ormoni  come  l’ormone  della  crescita 

(GH),  il  testosterone,  la  prolattina  e  il  progesterone  (P).  Nelle  anguille 

sessualmente  immature  è  stato  osservato  che  somministrando  GH 

contemporaneamente al 17-βestradiolo, si ha un aumento della concentrazione 

di VTG plasmatica. Esperimenti di ipofisectomia condotti in una lucertola, in 

una  tartaruga  e  in  alcuni  uccelli  dimostrano  un’alterazione  dell’azione  degli 

estrogeni sul fegato; in queste condizioni sperimentali  sia nei rettili che negli 

uccelli  somministrando  GH  viene  ripristinata  la  normale  risposta  alle 

gonadotropine e agli estrogeni (Callard e Ziegler, 1970; Ho et al., 1982; Bohem 

et al., 1987).

Nella lucertola  Dipsosaurus dorsalis è stato osservato che progesterone e 

prolattina esercitano un effetto inibitorio sul normale accrescimento ovocitario 

e sull’accrescimento follicolare associato all’ “uptake” dei precursori esogeni del 

vitello (Callard et al., 1970-1972); nelle tartarughe l’effetto inibitorio è esercitato 

dal testosterone e dal progesterone  (Ho et al.,  1982). Nella lucertola  Podarcis  

sicula il progesterone ha un effetto inibitorio sull’accumulo di vitello all’interno 

degli ovociti. Inoltre è stato ipotizzato che nel fegato il progesterone potrebbe 

essere coinvolto nel decremento stagionale della sintesi della VTG (Limatola et 

al.,  1989).  L’azione  inibitoria,  che  si  manifesta  a  livello  degli  epatociti, 

rappresenta  un  interessante  modello  di  soppressione  dell’espressione  genica 

mediata  da  ormoni  (Beato,  1989);  in  particolare  alcuni  fattori  indotti  dal 

progesterone potrebbero interagire con il gene che codifica per la VTG nella 

regione 5’, la stessa che viene attivata dagli estrogeni. Tale interazione andrebbe 

a destabilizzare il legame degli estrogeni con il DNA impedendo un’efficiente 

trascrizione degli mRNA per la VTG (Callard et al., 1990).

Evidenze  più  dirette  per  la  down regolazione  della  VTG sono  state 

ottenute nei maschi della  tartaruga  Chrysemys, nei quali la VTG plasmatica E2 

indotta è inibita dal trattamento con P (Ho et al.,  1981). È probabile  che la 

down-regulation  dell’mRNA  per  ER  sia  responsabile  della  riduzione 

dell’mRNA per la VTG indotta dal P (un’azione indiretta del P).
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La somministrazione di P diminuisce i livelli di mRNA per ER (Custodia 

Lora e Callard, 2002). Gli AA ipotizzano che la risposta vitellogenica del fegato 

agli E2 possa essere il risultato di uno squilibrio nel rapporto tra PRA e PRB 

indotti  che  modulerebbero  l’azione  di  E2. Infatti  la  somministrazione  di  E2 

incrementa  i  livelli  di  proteina  e  di  mRNA per  ER e  per  le  due forme del 

recettore del progesterone (PRA e PRB). 

In colture di cellule HeLa è nota la capacità degli estrogeni di up-regolare 

la trascrizione di mRNA per le due isoforme del recettore del progesterone e 

che solo ERα dopo trattamento con E2 è in grado di aumentare  di cinque volte 

l’attività  del  promotore  di  PRB  (Flototto  et  al.,  2004).  Nell’utero  di  ratti 

ovariectomizzati  e  nell’ovidotto  di  tartarughe  il  recettore  del  progesterone  è 

indotto da E2 (Selcer e Leavitt, 1991). 

In Torpedo marmorata, elasmobranco viviparo dove i poccoli sono nutriti 

nel corpo della madre dal tuorlo, è stato ipotizzato che il P potrebbe agire sulla 

sintesi di VTG in maniera bifasica: promuovendola a bassi livelli e inibendola a 

livelli elevati (i.e. quelli del periodo non riproduttivo) (Prisco et al., 2008). 

Sebbene ERα e ERβ sono spesso coespressi (Soccorro et al., 2000; Xia et 

al.,  2000;  Menuet et al.,  2002; Choi e Habibi 2003),  il  contributo di ciascun 

sottotipo  nella  regolazione  della  produzione  epatica  di  VTG  non  è  molto 

chiaro. Nella femmina di rainbow trout una piccola isoforma epatica di ERα è 

stata messa in relazione con lo sviluppo e/o il mantenimento della vitellogenesi 

(Menuet et al., 2001). Di contro invece, nelle stessa specie la mancata inibizione 

della  sintesi  di  VTG,  determinata  da  un’antagosista  selettivo  di  ERα,  ha 

suggerito che la produzione di VTG sia mediata da ERβ (Leonos-Castaneda et 

al., 2007). In esemplari giovani di goldfish l’esposizione al 17β- estradiolo e al 

NP modula la quantità di VTG incrementando i livelli trascrizionali epatici di 

ERβ-1(Soverchia  et  al.,  2005).  In  un  tritone  sapgnolo  studi  di  RT-PCR 

dimostrano la presenza del trascritto di ERα a livello epatico, suggerendo la sua 

implicazione nella vitellogenesi (Ko et al., 2008). 

Nei maschi  di rainbow trout il  NP nella stessa misura degli estrogeni 

determina un’ up-regulazione del espressione del gene per ER e per VTG sia in  

vivo che in una coltura primaria di epatociti (Pakdel et al., 1991; Flouriot et al. 
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1996). Per tutto quanto esposto la VTG oggi conquista il ruolo di biomarker 

dell’inquinamento ambientale da sostanze estrogeno simili. 

3.3 Estrogeni e ER nel maschio 

La  visione  tradizionale  che  identifica  l’estradiolo  come  “ormone 

femminile” e il testosterone come “ormone maschile” è stata contestata negli 

ultimi  anni  (Sharpe,  1997;  Sharpe,  1998).  L’identificazione  della  sintesi  degli 

estrogeni nel maschio risale al 1930 (Zondek, 1934), ma il suo significato è stato 

ampiamente  ignorato  e  il  suo  ruolo  è  stato  considerato  essere  di  piccola 

importanza per la fisiologia del testicolo e per la fertilità maschile. Ancora nel 

1970 c’erano poche conoscenze riguardo i tipi cellulari all’interno del testicolo 

responsabili della sintesi e dell’azione degli estrogeni (O’Donnell et al., 2001).

L’interesse crescente del ruolo degli estrogeni nel maschio è dovuto alla 

scoperta che topi che mancano di ERα (Lubahn et al., 1993; Hess et al., 1997) o 

dell’aromatasi (Honda et al., 1998, Toda et al., 2001), hanno una ridotta fertilità. 

Tale interesse è cresciuto ancora di più allorquando nel 1996 è stato scoperto il 

recettore  ERβ  (Kuiper  et  al.,  1996;  Enmark  et  al.,  1997)  che  è  largamente 

espresso nel tratto riproduttivo maschile (Saunders et al., 1997).

Gli  estrogeni  sono coinvolti  in numerosi  processi:  sono indispensabili 

nella  mineralizazione  dell’osso  (Cutler,  1997),  hanno  un’importante  azione 

protettiva  nel  sistema  cardiovascolare  (Mendelsohn  e  Karas,  1999),  sono 

responsabili  del comportamento sessuale nel  maschio e nella femmina grazie 

alla  distribuzione  bifasica  dei  due  recettori  in  particolari  aree  dell’encefalo 

(Ishunina et al., 2000).

La concentrazione di estrogeni  nel sangue periferico del maschio può 

raggiungere da 2 a 180 pg/ml a seconda dalla specie. Il cavallo è un’eccezione: è 

stato trovato che la concentrazione dell’estrone solfato  raggiunge  2447 pg/ml 

(Setchell e Cox, 1982; Claus et al., 1992). Nel maschio di ratto la concentrazione 

di estrogeni è approssimativamente di 250 pg/ml nei fluidi della rete testis (Free 

e Jaffe, 1979) ed è più alta della media dell’estradiolo presente nel siero delle 

femmine (Overpeck et al., 1978; Robaire e Hermo, 1988).
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Nella lucertola Podarcis sicula il profilo annuale degli estrogeni plasmatici 

mostra un progressivo aumento durante l’attiva spermatogenesi  (da maggio a 

giugno,  da  0.8  a  1.8  ng/ml)  con  un  picco  ad  agosto  (durante  le  mitosi 

spermatogoniali). La concentrazione intragonadica di estrogeni ha una tendenza 

bifasica, sono stati riportati infatti due picchi a gennaio e a giugno-luglio (circa 

20 pg/mg e circa 25 pg/mg) (Angelini e Botte, 1992) 

È documentato che gli estrogeni endogeni possono avere effetti positivi 

più diretti sulla spermatogenesi e in particolare sulla sperioistogenesi (Eddy et 

al., 1996; Robertson et al., 1999, 2002).

Nel testicolo e nell’epididimo di  Trachemys scripta sono presenti  ERα e 

ERβ immunoreattivi durante l’inverno quando i testicoli sono quiescenti, e nella 

fase proliferativa precoce del ciclo spermatogenetico (Gist et al., 2007).  Negli 

altri  gruppi  di  vertebrati  ERα è  più  uniformemente  distribuito  tra  le  cellule 

germinali e non, mentre ERβ è maggiormente presente nelle cellule germinali 

premeiotiche e meiotiche (Arenas et al., 2001; Bouma e Nagler, 2001; Wu et al., 

2001; Choi e Habibi, 2003; Wu et al., 2003).

Nella lucertola  Podarcis sicula è stato dimostrato che il recettore ERβ è 

presente  durante  tutto  l’anno  nei  nuclei  degli  spermatogoni,  spermatociti, 

spermatidi  e Sertoli.  Tale presenza ha suggerito che gli  estrogeni potrebbero 

avere una diretta influenza sulla funzione e maturazione delle cellule germinali 

(Chieffi  e Varriale,  2004).  È stato inoltre osservato nella stessa specie che il 

trattamento con estrogeni induce proliferazione spermatogoniale probabilmente 

attraverso l’attivazione delle ERK1/2 (Chieffi et al., 2002). Gli estrogeni sono 

inoltre capaci di indurre, sempre nel testicolo di Podarcis, l’attivazione della Akt-

1,  una  chinasi  coinvolta  nel  controllo  della  proliferazione  cellulare,  nella 

sopravvivenza e nel metabolismo (Russo et al., 2005).

La  gonade  indifferenziata  di  topo  presenta  ERα  (Greco  et  al.,  1992; 

Nielsen et al., 2000), ciò attribuisce agli estrogeni un ruolo molto precoce nel 

processo di differenziamento. Infatti ERα sono espressi nelle cellule del Leydig 

ad  uno  stadio  di  sviluppo  che  precede  l’espressione  del  recettore  degli 

androgeni (Majdic et al., 1995). 
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Uno studio condotto da Rago e collaboratori (2007) ha dimostrato che 

ERα  è  presente  nel  pezzo  centrale  della  coda  dello  spermatozoo  con  una 

possibile  correlazione  con  la  sopravvivenza  e  la  motilità  dello  stesso,  ERβ 

invece  è  limitato  alla  regione  dell’acrosoma.  Inoltre  la  localizzazione 

dell’aromatasi lungo la coda dello spermatozoo ha spinto gli AA a ipotizzare 

che  il  testicolo  sia  bersaglio  degli  ormoni  che  esso  stesso  sintetizza.  Ciò  è 

coerente con quanto trovato negli spermatozoi umani dove tra l’altro è stata 

ipotizzata  una  relazione  tra  la  produzione  locale  di  estrogeni  e  la  motilità 

spermatica (Aquila et al., 2002; Lambard et al., 2003). 

La  somministrazione  di  un inibitore  dell’aromatasi  riduce il  tempo di 

transito  degli  spermatozoi  nell’epididimo  della  scimmia  Macaca  radiata e  tali 

spermatozoi non sono poi in grado di fertilizzare (Meistrich et al., 1975; Shetty 

et al., 1998). 

Da almeno 30 anni è nota la presenza di una proteina simile al recettore 

degli  estrogeni  nell’epididimo  (Danzo  et  al.,  1975).  Un  recettore  per  gli 

estrogeni nell’epididimo è stato descritto per diverse specie di mammiferi come: 

cane (Younes et al.,  1979; Younes et al.,  1981), uomo (Murphy et al.,  1980), 

scimmia (Kamal et al.,  1985; West et al.,1990),  ariete (Tekpetey et al.,  1988), 

maiale della guinea (Danzo et al.,  1981),  ratto (Kuiper et al.,  1997) tartaruga 

(Dufaure et al., 1983).

Gli spermatozoi testicolari nei mammiferi sono incapaci di fertilizzare le 

uova. Il cambiamento da spermatozoi immaturi a maturi, unità funzionali capaci 

di una progressiva motilità e fertilità, si pensa sia frutto di una serie di complessi 

eventi altamente regolati che avvengono durante il loro passaggio attraverso i 

dotti epididimali. 

L’epididimo consiste di una serie di tubuli che formano un condotto per 

gli  spermatozoi  i  quali  passano  dai  dotti  dell’epididimo  ai  vasi  deferenti. 

L’epididimo è anatomicamente diviso in tre parti: la testa, una stretta porzione 

centrale  definita  corpo  e  la  coda.  Il  rivestimento  epiteliale  di  questi  tubuli 

riassorbe i fluidi testicolari e secerne proteine creando un ambiente luminale 

specializzato per la maturazione degli spermatozoi testicolari (Turner, 1995).

36



Dottorato in Biologia Avanzata XXII ciclo                                     dott.ssa Mariailaria Verderame

È importante notare che, tra le differenti regioni dell’epididimo, la testa è 

la più attiva nella sintesi e nella secrezione delle proteine (Cornwall e Hann, 

1995). Inoltre la testa dell’epididimo è stato dimostrato essere la più sensibile 

all’azione degli estrogeni (McLachlan et al., 1975).

Nel dimostrare l’importanza degli estrogeni e di ERα nel mantenimento 

della maturazione degli spermatozoi e nel prevenire  l’infertilità maschile, è stato 

dimostrato  che  una  dieta  inquinata  da  fitoestrogeni,  che  sono  normalmente 

presenti  nei  mangimi  per  ratti  da  laboratorio,  può  influenzare  il  tratto 

riproduttivo maschile. È stato trovato che quando ERα è espresso, le funzioni 

dei  duttuli  efferenti  e  dell’epididimo  sono  promosse  mentre  queste  stesse 

funzioni sono inibite quando ERα manca (Ruz et al., 2006).  

Nei  maschi  di  topi  ERKO  l’altezza  delle  cellule  epiteliali  dei  duttuli 

efferenti  risulta  ridotta  di  circa  il  48% e nelle  cellule  dei  duttuli  efferenti,  il 

numero delle ciglia per cellula risulta diminuito (Hess et al., 2000) e il battito 

ciliare non presenta la normale onda metacronica (Wong et al., 1993).

Topi  αERKO e βERKO hanno favorito preziose intuizioni  sul  ruolo 

degli  estrogeni  nella  fisiologia  riproduttiva  del  maschio.  I  maschi  αERKO 

risultano  infertili  (Lubahn  et  al.,  1993;  Eddy  e  Todd,  1996)  con  grossi 

cambiamenti  morfologici,  alterazioni  della  spermatogenesi,  e  dilatazione  dei 

duttuli efferenti dovute all’incremento dell’accumulo di fluidi (Hess e Bunick, 

2000).  I  maschi  βERKO  si  mostrano  fertili  e  con  un  tratto  riproduttivo 

apparentemente normale (Krege et al., 1998), mentre i maschi di topo αβERKO 

risultano  infertili  e  il  loro  tratto  riproduttivo  è  simile  alla  morfologia  dei 

αERKO.  Pertanto  almeno  nei  roditori  la  funzione  di  ERα  è  necessaria  a 

mantenere la fertilità e la normale morfologia dei duttili epididimali. A supporto 

di ciò diversi studi mostrano che gli estrogeni potrebbero regolare l’espressione 

delle  molecole  chiave  coinvolte  nel  trasporto  degli  ioni  determinando  una 

modulazione del riassorbimento dei fluidi nei duttuli efferenti (Lee et al., 2000).

La ridotta produzione di spermatozoi nei topi αERKO sembra essere 

dovuta alla alterazione determinata dall’azione degli estrogeni all’interno delle 

cellule somatiche del testicolo e del sistema dei dotti all’interno dei quali non 

avviene il riassorbimento dei fluidi (Shayu et al., 2005). Il trasporto dei fluidi è 
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principalmente facilitato da una famiglia di proteine canale per l’acqua definite 

aquaporine. Il movimento dell’acqua attraverso la membrana cellulare dipende 

dal  gradiente di  concentrazione che è mantenuto da uno scambiatore  ionico 

come la pompa Na+-K+-ATPase, scambiatori Na+-H+, canali per il cloro, ecc. 

Studi sui duttuli  efferenti  di roditore suggeriscono che gli  estrogeni  possono 

essere coinvolti nella regolazione dell’espressione dell’ aquaporina-I e della Na+-

K+-ATPase-α1 (Lee et al., 2000; Zhou et al., 2001). Gli esperimenti di Shayu e 

collaboratori  (2005) sulla scimmia rivelano una forte espressione dell’AQP-I, 

Na+-K+-ATPase-α1 in tutte le tre regioni dell’epididimo. Inoltre si è visto che 

incubando i duttuli efferenti con ICI182780 (un antagonista di ER che produce 

un effetto simile a αERKO), si assiste ad un incremento del diametro del tubulo 

il  che  ha  indicato  il  mancato  coinvolgimento  di  fattori  testicolari  nella 

regolazione dell’assorbimento dei fluidi.

È  stato  ipotizzato  nel  topo  da  Zhou  e  collaboartori (2001)  che  gli 

estrogeni hanno una funzione nel controllo del trasporto dell’acqua e degli ioni 

con tre geni potenzialmente  candidati  NHE3, CAII e AQP1. Hanno quindi 

dimostrato  che  ERα  è  responsabile  dell’espressione  di  NHE3  nei  duttuli 

efferenti e influenza il riassorbimento di Na+ e il trasporto passivo dell’acqua. 

Inoltre  hanno  osservato  che  l’azione  degli  estrogeni  è  richiesta  per  il 

mantenimento  della  citoarchitettura  apicale  in  queste  cellule  epiteliali 

indipendentemente dal suo effetto sul trasporto del Na+. 
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Capitolo 4
Estrogeni e NP come distruttori endocrini

La  maggior  parte  degli  studi  sulle  interferenze  di  estrogeni  e  xeno-

estrogeni  sono  condotti  sulla  riproduzione  di  specie  acquatiche  e  semi-

acquatiche, si considerano per la maggior parte esemplari maschi e si tende per 

lo più a identificare la presenza di vitellogenina nel fegato e nel plasma di specie 

naturalmente o sperimentalmente esposte ad ambienti inquinati (Hashimoto et 

al.,  2000;  Kobayashi  et  al.,  2005).  Tale  proteina,  essendo  sintetizzata 

esclusivamente  dalle  femmine,  è  considerata  la  sentinella  o,  come oggi  la  si 

definisce, il biomarker per eccellenza dell’inquinamento ambientale da sostanze 

estrogeno simili  (Palmer e Palmer,  1995; Sumpter e Jobling,  1995).  È infatti 

ampiamente  documentato  come  anche  nei  maschi  è  possibile  indurre  la 

trascrizione  del  gene  della  VTG a  seguito  dell’esposizione  al  17β-estradiolo 

(Wallace 1985; Whali et al., 1988; Carnevali et al., 1991, 1995).

Un distruttore endocrino può incidere su una serie di siti bersaglio nel 

sistema  riproduttivo.  Il  più  importante  di  questi  è  il  testicolo,  la  gonade 

maschile,  sito  della  spermatogenesi  e  della  produzione  di  androgeni.  I  vari 

compartimenti testicolari sono regolati da interazioni autocrine e paracrine che 

sono sotto l’influenza endocrina  dell’ipotalamo e dell’ipofisi. Circa l’80% della 

massa del testicolo è costituita da tubuli seminiferi altamente avvolti all’interno 

dei  quali  avviene  la  spermatogenesi.  Il  restante  20%  è  costituito  dalla 

componente  endocrina,  cellule  di  Leydig  e  del  Sertoli  le  cui  secrezioni 

permettono il verificarsi di una corretta funzione testicolare.

Come già detto gli E2 e il NP determinano la sintesi di VTG anche nei 

maschi  dove,  diversamente  dalla  femmina,  questa  proteina  non  ha  un  ben 

preciso sito di accumulo anche se nei maschi di alcune specie il testicolo, alla 

stregua dell’ovario, ha la capacità di incorporare e accumulare una quota parte 

di VTG a livello degli spermatociti  (Kobayashi et al., 2005)

Studi di microscopia ottica hanno evidenziato alterazioni nella struttura 

della  gonade  maschile  e  femminile  in  pesci  esposti  naturalmente  o 
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sperimentalmente  a  NP o E2  (Christiansen et  al.,  1998;  Christiansen et  al., 

2000).

Un fenomeno comunemente osservato in diverse specie di pesci trattati 

con NP o con 17β-estradiolo è un aumento delle dimensioni delle cellule del 

Sertoli  (Russell et al.,  1990; Christiansen et al., 1998; Miles-Richardson et al., 

1999; Bjerregaard et al., 2006; Kinnberg et al., 2000 a,b).

Per quanto nei mammiferi, i maggiori danni evidenziati in ratti esposti a 

NP sono principalmente a carico del sistema riproduttivo maschile, si è infatti 

osservata  una  riduzione  della  motilità  degli  spermatozoi,  una  perdita 

dell’integrità  dell’acrosoma  (Uguz  et  al.,  2009),  una  riduzione  del  peso  del 

testicolo  e  dell’epididimo  (de  Jager  et  al.,  1999;  Chitra  et  al.,  2002),  e  un 

incremento di fenomeni apoptotici a carico delle cellule del Sertoli (Wang et al., 

2003; Han et al., 2004).

In ratti trattati con NP si osserva inoltre un significativo decremento dei 

livelli  degli  enzimi  antiossidanti  superossido  dismutasi,  catalasi,  glutadione 

reduttasi  e  glutadione perossidasi  L’epididimo possiede  infatti  un sistema di 

difesa antiossidante per proteggere gli spermatozoi dallo stress ossidativo (Zini 

e Schlegel, 1997). 

Un’altra conseguenza dell’esposizione al NP è la comparsa di strutture 

ovocita-simili  nella  compagine  strutturale  della  gonade  maschile,  fenomeno 

questo riscontrato in molti pesci sottoposti a trattamento sperimentale con E2 o 

NP (Shibata e Hamaguchi, 1988; Gray e Metcalfe, 1997; Kang et al., 2002; Zha 

et al.,  2007) oppure in esemplari  raccolti  in natura in acque molto inquinate 

(Hashimoto et al., 2000; Viganò et al., 2001).

In  maschi  di  rainbow trout  (Oncorhynchus  mykiss)  l’esposizione  al  17β-

estradiolo attraverso l’aggiunta di E2 al cibo, altera fortemente la biosintesi di 

alcuni ormoni attraverso un considerevole decremento nell’espressione di alcuni 

enzimi  chiave  della  steroidogenesi  come  P450c17,  3βHSD,  e  P45011β 

(Govoroun et al., 2001), il medesimo effetto si osserva anche in ratti a cui stato 

somministrato oralmente NP (Kim et al., 2007).

È noto che la glucoronidazione e la solforazione sono i meccanismi di 

eliminazione degli ormoni attivi che generano un pool di ormoni coniugati che 
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possono essere escreti o riconvertiti nelle forme attive nei tessuti periferici. Il 

NP  inibisce  la  glucoronidazione  dell’estradiolo  e  del  testosterone  e  la 

solforazione dell’estradiolo (Thibaut e Porte, 2004) aumentandone quindi la vita 

media.

In ratti esposti a NP è stato dimostrato che la secrezione di inibina dalle 

cellule  del  Sertoli  e  la  secrezione  di  testosterone  dalle  cellule  del  Leydig 

risulterebbe  inibita  dal  trattamento,  e  di  conseguenza  ciò provocherebbe  un 

incremento di FSH e LH a causa dei mancati feedback negativi (Fan et al., 2001; 

Han et al., 2004).

È stato inoltre dimostrato che l’ingresso del NP nelle cellule del Sertoli 

potrebbe causare cambiamenti  nelle caratteristiche biofisiche e nelle funzioni 

biochimiche della membrana. Infatti le cellule del Sertoli di ratto trattate con 

NP  mostrano  un  potenziale  di  membrana  anomalo  con  una  precoce 

depolarizzazione  per  piccole  dosi  e  un  iperpolarizzazione  dopo  lunghi 

trattamenti con dosi più alte di NP. Inoltre studi sulle dinamiche di membrana 

indicano che il NP determina un incremento della fluidità della membrana e un 

decremento della viscosità e dell’ordine delle molecole. Per mezzo di saggi sulla 

lattato deidrogenasi  e indagini condotte con un microscopio a forza atomica 

(AFM Atomic Force Microscope) è stato dimostrato che il NP incrementa la 

permeabilità della membrana e ne determina una disorganizzazione topografica 

(Gong et al., 2008).

Al di là del sistema riproduttivo sono riportate diverse istopatologie a carico 

del sistema epatico e renale. Negli epatociti dei maschi di pesce (rare minnow) 

esposti a NP e EE2 è riportato un abbondante accumulo di lipidi (Zha et al., 

2007).  Le  alterazioni  più  comuni  riscontrate  a  seguito  dell’  esposizione  a 

composti estrogenici nel rene sono la dilatazione dei glomeruli, degenerazione e 

fibrosi documentate in diverse specie di pesci (Wester e Canton 1986; Herman 

e Kincaid, 1988; Lange et al., 2001; Metcalfe et al., 2001; Weber et al., 2003). 

Inoltre  l’esposizione  a  EE  determina  un  accumulo  di  materiale  amorfo  e 

eosinofilo, il cui eccesso e accumulo nel plasma causa degenerazione in tutti gli 

organi e in particolare nei glomeruli dove il sangue viene filtrato (Van Den Belt 

et al., 2002; Weber et al., 2003;  Zha et al., 2007). 
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Capitolo 5
Scopo della ricerca

I rettili hanno ricevuto recentemente poca attenzione riguardo gli effetti 

dell’esposizione  agli  inquinanti  ambientali  (Crain  e  Guillette,  1998;  Guillette 

2003)  sebbene  siano  riconosciuti  come  indicatori  della  condizione 

dell’ecosistema e siano esposti ai contaminanti ambientali come le altre specie 

(Sparling  et  al.,  2000;  Guillette  2003).  I  rettili  in  generale  rispetto  agli  altri 

vertebrati, non sembrano essere né più né meno colpiti da tali inquinanti, ma 

dal momento che la maggior parte di essi sono predatori o insettivori, possono 

essere  esposti  a  elevati  livelli  di  pesticidi  che  si  bioaccumulano nella  catena 

alimentare (Guillette et al., 2003). 

Lo  screening  della  vitellogenina  (VTG)  è  ampiamente  adoperato  per 

monitorare lo stato dell’inquinamento da sostanze estrogeno-simili (Hashimoto 

et al., 2000; Bjerregaard et al., 2006). La VTG è una proteina che ben si presta a 

questo scopo: è infatti sintetizzata, sotto stimolo estrogenico, solo dal fegato 

dalle  femmine  dei  vertebrati  non mammiferi  durante  il  periodo riproduttivo 

(Wallace,  1985).  Pertanto,  la sua comparsa  nelle femmine durante il  periodo 

non  riproduttivo  e  nei  maschi,  è  considerata  biomarker  dell’inquinamento 

ambientale (Palmer e Palmer, 1995; Sumpter e Jobling, 1995). È noto infatti che 

nei  maschi  il  gene  della  VTG è  silente,  ma  può  essere  attivato  grazie  alla 

somministrazione  di  estrogeni  esogeni  (Wallace  1985;  Whali  et  al.,  1988; 

Carnevali et al., 1991,1995; Cedrà et al., 1996; Kobayashi et al., 2005). 

In tutti  i  vertebrati  gli  estrogeni sono essenziali  per la regolazione dei 

processi  riproduttivi  ed il  controllo di  numerosi  processi  fisiologici;  pertanto 

un’inconsueta  presenza  di  estrogeni  causa  certamente  un’alterazione 

dell’omeostasi endocrina. 

La lucertola Podarcis sicula è un rettile oviparo, facilmente reperibile nelle 

regioni con clima temperato del centro e del sud Italia, che ben si presta allo 

scopo di tale ricerca. Gli  esemplari si riproducono in primavera. Nel maschio la 

produzione di spermatozoi incomincia verso marzo e prosegue fino all’inizio di 

luglio,  in  tale  periodo  e  in  poche  settimane,  un  grande  quantitativo  di 
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spermatozoi  passano nei  dotti  dell’epididimo,  dapprima nei duttuli  e poi  nel 

canale, per essere infine riversati all’esterno. Le cellule dei duttuli sono cubiche 

e ciliate; le cellule del canale dell’epididimo durante il periodo riproduttivo si 

presentano alte, spesso binucleate e secernenti, diversamente dal periodo non 

riproduttivo dove sono basse e non secernenti. 

Nell’ovario della femmina durante il periodo riproduttivo (aprile-luglio) 

sono presenti ovociti previtellogenici che a gruppi di 3 max 5 vengono di volta 

in  volta  reclutati  per  l’accrescimento  vitellogenico  e  l’ovulazione.  Gli 

accoppiamenti avvengono in primavera e la femmina depone le uova in 3 o 4 

ondate ovulatorie,  tra aprile (fine)  e luglio (inizio) (Ghiara et al.1968;  Filosa, 

1973; Romano e Limatola, 2000). 

Partendo dalla conoscenza delle varie fasi della riproduzione del maschio 

e  della  femmina  della  lucertola  Podarcis  sicula  e  considerando  che  poco  si 

conosce riguardo l’azione del  NP sui  vertebrati  terrestri  che possono essere 

esposti  in natura all’azione dell’inquinante,  ho formulato un’ipotesi  di  lavoro 

che ha avuto come obbiettivo la valutazione delle interferenze di xeno-estrogeni 

e estrogeni durante il ciclo riproduttivo di tale vertebrato terrestre. 

Primo passo è stato impostare un adeguato impianto sperimentale che 

permettesse di confrontare i risultati ottenuti trattando gli animali con estrogeni 

via i.p. con quelli ottenuti da animali alimentati da una dieta inquinata da NP. 

Tale impostazione sperimentale è stata ideata per cercare di riprodurre gli eventi 

naturali: pertanto gli animali sono stati alimentati con larve di  Tenebrio molitor 

spruzzate  con  una  soluzione  acquosa  di  NP  0,25%  e  abbeverati  con  una 

soluzione di NP allo 0,05%. Per l’acqua da bere ho scelto di adoperare la stessa 

concentrazione  consigliata  come  diluente  di  pesticidi  in  agricoltura.  La 

preferenza di adoperare una concentrazione di NP più elevata per le larve è 

dettata dal fatto che i ripetuti trattamenti di terreni agricoli con pesticidi diluiti 

con  NP,  determinano  certamente  in  natura  un  accumulo,  con  conseguente 

aumento della  concentrazione  cui  sono  esposti  gli  animali  che  vivono  sullo 

stesso territorio.  Ho inoltre considerato che le  larve vive,  essendo spruzzate 

fuori  dai  terrari,  una  volta  dentro,  strisciando  sul  terreno,  si  privano 
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parzialmente della soluzione di NP. Ho osservato che gli animlai mangiassero e 

si abbeverassero regolarmente.

Mi sono quindi impegnata nel mettere a punto un protocollo ELISA che 

mi permettesse di quantizzare tale proteina nel plasma e di valutare il rapporto 

tra la concentrazione totale delle proteine plasmatiche e la VTG. È infatti noto 

nelle  femmine  dei  vertebrati  studiati,  che  gli  estrogeni  hanno  un ruolo  up-

regolatorio per la sintesi di VTG nel periodo riproduttivo (breeding period) a 

discapito delle altre proteine plasmatiche (Follett e Redshaw, 1974; Gerstle e 

Callard, 1992; Selcer e Palmer, 1995). 

La  presenza  del  recettore  degli  estrogeni  a  livello  epatico  è  una 

condizione  indispensabile  affinché  si  attui  il  processo  vitellogenico.  Gli 

estrogeni gonadici infatti, interagendo a livello epatico con i propri   recettori 

citoplasmatici, determinano la trascrizione del gene che codifica per la VTG. 

Allo  scopo  quindi,  di  ottenere  informazioni  sulla  localizzazione  e  comparsa 

temporale dei recettori degli estrogeni (ER) nel fegato di esemplari naturali e 

sperimentali, ho portato avanti indagini di immunocitochimica, utilizzando un 

anticorpo  monoclonale  contro  tutta  la  forma  αdel  recettore  degli  estrogeni 

(disponibile in commercio), e indagini di tipo biomolecolare mediante analisi di 

espressione e reazioni di ibridazione in situ. 

Nel  maschio  di  Podarcis è  noto  il  profilo  degli  estrogeni  plasmatici 

fisiologicamente presenti nel ciclo riproduttivo naturale e il livello più elevato si 

riterrebbe responsabile della chiusura del periodo riproduttivo e dell’inizio della 

fase di refrattarietà.

È  inoltre  noto  che  gli  estrogeni  esogeni  interferiscono  con  i  cicli 

riproduttivi;  i  maggiori  studi  principalmente  condotti  su  specie  acquatiche o 

semi-acquatiche,  naturalmente  o  sperimentalmente  esposte  a  sostanze 

estrogeniche,  hannno  evidenziato  un  incremento  di  cellule  germinali 

apoptotiche (Christiansen et al., 1998; Weber et al., 2002), un incremento del 

numero  di  Sertoli  ipertrofiche  (Kinnberg  et  al.,  2000),  e  fenomeni  di 

femminizazzione  (Shibata  e  Hamaguchi,  1988;  Gray  e  Metcalfe,  1997; 

Hashimoto et al., 2000; Viganò et al., 2001; Kang et al., 2002; Zha et al., 2007). 

In  considerazione  del  fatto  che  gli  estrogeni  determinano  alterazioni 
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morfologiche e fisiologiche delle gonadi, minacciando quindi la continuità della 

specie, ho rivolto l’attenzione alle gonadi dei maschi sperimentali.

Diversi studi condotti su topi ERKO dimostrano che la presenza di ERα 

nell’epididimo sia fondamentale per il riassorbimento dei fluidi provenienti dalla 

rete  testis,  ciò  renderebbe  gli  spermatozoi  più  concentrati  con un maggiore 

successo riproduttivo (Hess e Bunick, 2000). Allo scopo di ricercare se esiste 

una  relazione  tra  ER  e  fertilità  nell’epididimo,  mediante  indagini  di 

immunocitochimica  e  di  ibridazione  in  situ ho  valutato  la  responsività 

dell’epididimo  agli  estrogeni  durante  il  normale  ciclo  riproduttivo.  Diverse 

evidenze dimostrano inoltre che gli estrogeni modulano l’espressione di ERα e 

ERβ (Castles et al., 1997). È stato osssrvato che per il recettore estrogeno α, gli 

estrogeni determinano un incremento ligando dipendente nell’attività delle due 

distinte regioni del promotore (Castles et al., 1997). Considerando quindi che gli 

estrogeni  e  le  sostanze  estrogen-like  inducono  la  sintesi  del  loro  stesso 

recettore,  ho  valutato  le  variazioni  dell’espressione  del  messaggero  e  della 

proteina di ERα a seguito dei trattamenti sperimentali. 
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Capitolo 6
Materiali e metodi

6.1 Animali
Maschi  e  femmine  di  Podarcis  sicula sono  stati  catturati  nei  dintorni  di 

Napoli, mantenuti in terrari, alimentati  ad libitum con larve di  Ternebrio molitor, 

esposti  a  condizioni  di  temperatura  ottimali,  trattati  sperimentalmente  e 

sacrificati  per decapitazione previa anestesia  in ghiaccio.  Prima del sacrificio, 

durante  l’anestesia,  sono  stati  prelevati,  mediante  puntura  intracardiaca, 

campioni di sangue. Immediatamente dopo la decapitazione, da ciascun animale 

sono stati prelevati ovari, testicoli e fegato, una parte inclusa in paraffina per le 

analisi istologiche e una parte conservata a -80 C fino all’uso.

Il  sangue,  raccolto  in  eppendorf  bagnate  con  citrato  di  sodio  3%,  è  stato 

centrifugato a  5000g per 10’  ,  separato il  siero e conservato a -20 C previo 

aggiunta di cocktail di inibitore delle proteasi (5µM from Sigma Aldrich). 

 Maschi
Maschi  adulti  sono  stati  catturati  all’inizio  di  maggio:  alcuni  trattati 

sperimentalmente  con  E2 o  NP  come  riportato  in  seguito,  altri  sono  stati 

sacrificati come controllo alla fine del periodo sperimentale (Nm).

 Trattamento con 17β-estradiolo (E2t)
Un gruppo di otto maschi è stato iniettato i.p. per due settimane a giorni 

alterni con 17βestradiolo (168ng/100µl) in soluzione fisiologica per rettili (NaCl 

0.07‰):  quattro animali  sono stati  sacrificati  due giorni  dopo due iniezioni, 

ricevendo  una  quantità  minore  di  estrogeni  (336  ng)  (lE2t);  gli  altri  quattro 

animali sono stati sacrificati due giorni dopo la settima iniezione, ricevendo così 

una  quantità  maggiore  di  estrogeni  (hE2t)  (1.178 µg).  Tre  maschi  sono stati 

iniettati con sola soluzione fisiologica come controllo.

 Trattamento con nonilfenolo (NPt)
Otto maschi  sono stati  alimentati  a giorni  alterni  per due settimane con 

larve  di  Tenebrio  molitor spruzzate  con  una  soluzione  acquosa  di  nonilfenolo 

(NP) (Etravon-Syngenta, Italy) (0.25%) e abbeverati con acqua inquinata da una 
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soluzione di NP allo 0.05%. Tali animali sono stati sacrificati quindici giorni 

dopo l’inizio del trattamento. 

Etravon è una soluzione commerciale acquosa di NP (20%). Parallelamente 

quattro animali hanno ricevuto acqua e cibo non inquinato e sacrificati come 

controllo.

 Femmine
Un gruppo di otto femmine mature (Bf) e immature (If) (rispettivamente 

circa > 7 e < 6 centimetri muso-cloaca) sono state catturate all’inizio di maggio, 

nel pieno periodo riproduttivo. Un altro gruppo di otto femmine adulte è stato 

catturato a gennaio durante il periodo di stasi invernale (NBf) (Filosa, 1973).

 Trattamento con 17β-estradiolo (E2f)
Cinque femmine del periodo non riproduttivo (gennaio) sono state trattate 

con 17β-estradiolo (10-3M) in soluzione fisiologica per rettili (NaCl 0.07‰) i.p. 

per due settimane a giorni alterni. Quattro femmine sono state iniettate con sola 

soluzione fisiologica come controllo.

 Trattamento con progesterone (Pf)
Un gruppo di cinque femmine mature è stato iniettato i.p. nel pieno periodo 

riproduttivo  con  progesterone  (P)  (100µg/100µl;  Prontogest,  IBSA,  SW)  in 

soluzione fisiologica per rettili (NaCl 0.07‰) a giorni alterni per due settimane. 

Quattro  femmine  sono  state  iniettate  con  sola  soluzione  fisiologica  come 

controllo.

6.2 Microscopia ottica
Testicoli e fegato appena prelevati  sono immersi  nel  liquido di Bouin 

(71% Acido picrico, 24% Acido acetico, 5% Formaldeide) per circa 6h (Mazzi, 

1974). Dopo lo schiarimento e la disidratazione i campioni vengono inclusi in 

paraffina a 55 C, affettati con un microtomo Reichert-Jung 2030 in sezioni di 

7m. Alcune sezioni sono state colorate con la tricromica di Mallory modificata 

da Galgano (Mazzi, 1974).
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6.3 Immunocitochimica
Sezioni  di  testicoli  e  fegato inclusi  in paraffina,  sono state distese  su 

vetrini polilisinati, sparaffinate e reidratate. Dopo cerchiatura con la Pap-pen, le 

sezioni  sono state  trattate  con H2O2 allo 0.3% per  5’,  Normal  Goat  Serum 

(Pierce) per 30’, incubate con anticorpo primario over-night (o/n) a 4 C e poi 

con anticorpo secondario  biotinilato per  1h.  Il  legame antigene anticorpo  è 

stato  successivamente  rivelato  con  il  metodo  Immunopure  ABC  complex 

(Pierce) e Diamminobenzidina (DAB 2,5 mg\ml).

Per  verificare  la  specificità  della  reazione,  alcune  sezioni  di  controllo 

sono state incubate omettendo l’anticorpo primario e trattando le sezioni solo 

con  PB  (pH  7.4).  L’osservazione  e  le  fotografie  sono  state  effettuate  al 

Microscopio Nikon-Microphot FXA2. 

La  presenza  della  VTG  nel  fegato  è  stata  indagata  utilizzando  un 

anticorpo policlonale di  Podarcis anti-VTG (1:1000 in PB) già disponibile nel 

nostro laboratorio e un anticorpo secondario anti-Rabbit (Pierce). Tali sezioni 

sono state contrastate con emallume di Mayer’s per evidenziare i nuclei.

La presenza di recettori degli estrogeni nel fegato e nel testicolo, è stata 

indagata utilizzando: un anticorpo primario monoclonale anti-ERα (1:80 in PB) 

(Novocastra) e un anticorpo secondario anti-Mouse (1:500 in PB) (Pierce). 

6.4 SDS-PAGE
I campioni di plasma sono stati analizzati su SDS-PAGE dopo averne 

valutato  la  concentrazione  proteica  (BCA  Protein  Assay,  Pierce). L’analisi 

elettroforetica del siero degli animali nelle differenti condizioni sperimentali è 

stata effettuata su un gel di poliacrilammide al 7.5%. Per ogni lane sono stati 

caricati  20µg  di  proteina;  per  la  corsa  elettroforetica  è  stato  utilizzato  un 

voltaggio costante di circa 35 Volt per gel.

I gel sono calibrati con i seguenti standard molecolari: Miosina 205 kDa, 

-galattosidasi  116  kDa,  Fosforilasi  b  97  kDa,  Albumina  bovina  66  kDa, 

Ovalbumina 45 kDa, Anidrasi carbonica 29 kDa (SIGMA). 
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6.5 Western Blotting

Dopo  la  corsa  elettroforetica  i  gel  vengono  trasferiti  su  carta  di 

nitrocellulosa (Schleicher e Schuell) per un’intera notte con voltaggio costante 

di 200mA (Transfer Kit Biorad). Dopo vari lavaggi in buffer salino (TBS pH 

7.3-7.5), le bande vengono evidenziate sulla nitrocellulosa con Rosso Ponceau 

(0.4 gr in 200 ml TCA 3%).

Le membrane sono poste per una notte in Blocking Buffer (5 gr di latte 

Milupa HN25 in 100 ml di TBS pH 7.3-7.5), lavate con TBS e incubate con 

anticorpo primario anti-VTG (1:2000) per 1h. Dopo ripetuti lavaggi in TBS le 

strisce  di  nitrocellulosa  sono  incubate  per  1h  con  anticorpo  secondario 

biotinilato anti-Rabbit (1:500)(Pierce), lavate più volte con TBS e incubate con 

Ultra-sensitive ABC Staining Reagent (PIERCE) per 1h. Le proteine sensibili 

sono  evidenziate  aggiungendo  substrato  (20ml  TBS  +  5mg  di 

Diamminobenzidina (DAB) + 20 μl H2O2 3%) fino alla comparsa del colore. La 

reazione viene bloccata in H2O. 

6.6 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Il saggio ELISA è stato condotto come descritto da Porta et al., (1999), 

usando VTG purificata di Podarcis (Carnevali et al., 1991) e l’anticorpo omologo 

anti-VTG.  Piastre di 96-pozzetti (Nunc Maxisorp Immuno Plate) sono state 

incubate o/n a 4 C con 50 µl di VTG diluita serialmente (100-1 ng/well) per 

ottenere la curva di calibratura, o con 50 µl di plasma di femmine del periodo 

riproduttivo, maschi naturali o E2t o NPt. La purificazione della VTG  è stata 

condotta  come  descritto  da  Wiley  e  Wallace  (1978)  e  titolata  con  saggio 

proteico BCA (Pierce, Rockford, USA). Tutte le diluizioni sono state fatte in 

buffer  carbonato (7.3 mM Na2CO3;  17.4 mM NaHCO3;  3  mM NaNH3).  Le 

piastre sono lavate tre volte con EWB (Tris 20 mM; NaCl 130mM; Tween 20 

0,05%; pH 7.3)  e  tre  volte  con TBS (Tris  20 mM; NaCl 0.5  M; pH 7.3)  e 

incubate con blocking solution (BSA 0.5% in EWB) a 37 C per 1h. Le piastre 

sono state quindi lavate tre volte con EWB e TBS e incubate per 1h a 37 C con 

60µl di anti-VTG (1:10,000 in EWB + BSA 0.25%). Dopo il lavaggio le piastre 

sono state incubate con 70µl di goat anti-rabbit IgG coniugato alla perossidasi 
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(Sigma Aldrich)  (1:15,000 in  EWB + BSA 0.25%) per  1h a  37 C.  Dopo il 

lavaggio, alle piastre è stato aggiunto 100µl del substrato dell’enzima:  0,4% o-

phenylenediaminedihydrochloride (OPD) (Sigma) in buffer fosfato-citrato pH 

5.0, pipettato nei pozzetti (100 µl/well) appena subito dopo l’aggiunta di 2.8 

µl/ml H2O2  (30%, Sigma). La reazione enzimatica è stata condotta al buio per 

15-20’ a 37 C. La reazione è stata stoppata aggiungendo 50 µl di 2.5M acido 

solforico. L’assorbanza è letta a 492 nm in Multiscan Ascent (Thermo Electron 

Corporation). Ogni saggio è stato condotto in triplicato. Dai dati ottenuti è stata 

calcolata la media e la deviazione standard; Student’s t-test è stato adoperato per 

determinare quale dei valori  differisce significativamente dai controlli  mentre 

per  i  gruppi  multipli  è stata  effettuata l’analisi  ANOVA (GraphPad Prism 5 

software). La significatività dei test è accettata con p<0.05.

                 6.8   Studi biomolecolari

A- Isolamento del cDNA di ERα, ERβ 

Campioni  di  ovario  da  femmine  del  periodo  riproduttivo  sono  stati 

omogenati  in Trizol (Sigma) in accordo con le istruzioni riportate dalla casa 

produttrice. L’integrità,  la purezza e la concentrazione degli RNA totali sono 

state verificate allo spettrofotometro e mediante elettroforesi su gel di agarosio 

all’1%. Gli RNA totali  sono stati retro-trascritti  usando AffinityScript kit. La 

reazione di RT è condotta usando una mix di 25 pmol di primer, in accordo 

con la casa produttrice (Stratagene).  Le sequenze dei primer che amplificano 

cDNA per  ERα di  Podarcis  sono state disegnate sulle sequenze note dei rettili 

Crocodylus  niloticus  [GenBank  accession  number  AB209933],  Cnemidophorus  

uniparens [acc. numb. AB055221] e Anolis carolinensis [acc. numb AF095911]. Le 

sequenze  dei  primer  senso  e  antisenso  sono  5’ACTCCATGATCAGGTCC 

ATCTGCT3’  e  5’TGCTCCATTCCTTTATTGCTCATGTGC3’,  rispettiv- 

amente. 

I primer che amplificano cDNA per ERβ di Podarcis sono stati disegnati 

sulle sequenze di Eublepharis maculatus [acc. numb. AB240529] e Trachemis scripta 

[acc.  numb  DQ  848988].  Le  sequenze  dei  primer  senso  e  antisenso  sono 
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5’ACTCCATGATCAGGTCCATCTGCT3’  e  5’TGCTCCATTCCTTTATTG 

C TCATGTGC3’, rispettivamente.

Il cDNA è stato usato come templato nella reazione di PCR (volume 

finale 25 µl). La mix di reazione contiene 0.5 µM di ogni primer, 1.5 unità di 

Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 1X PCR buffer, 0.2 mM di ogni dNTP e 

1.5 mM MgCl2. Il ciclo termico della PCR è il seguente: 4 min a 94 C; 38 cicli di 

30 sec a 94 C, 40 sec a 55 C (ERα) o 40 sec a 48 C (ERβ), o 40 sec a 54 C 

(VTG) 1 min a 72 C; 7 min a 72 C. I prodotti di PCR sono stati valutati su gel 

di agarosio 0.8% e visualizzati con bromuro di etidio. I frammenti amplificati 

sono  stati  eluiti  da  gel  (gel  extract  mini  kit,  5-Prime)  come  da  data-sheet, 

quantificati,  sequenziati  con  BigDye  Terminator  v1.1  Cycle  Sequencing  Kit 

(Applied Biosystems) e processati con ABI PRISM 310 Genetic Analyzer. Le 

sequenze  nucleotidiche  ottenute  sono  state  analizzate  con  BLASTN  per 

individuare la similarità, e allineate con ClustalW2.

B- Inserzione in vettore plasmidico 

I frammenti di ER e ER sono stati clonati nel vettore p-GEM-Teasy 

(Promega).  La  reazione  di  ligasi  è  stata  condotta  o/n  come  da  protocollo 

sperimentale. 

C- Trasformazione e crescita batterica  

Tutta la reazione di ligasi è stata aggiunta alle cellule batteriche (E.coli 

DH5α) scongelate per 15 min in ghiaccio. Per la trasformazione tale mix è stata 

lasciata 5 min a 37 C e per 2 min in ghiaccio. Sono stati quindi aggiunti 800 µl 

di  LB e  incubati  per  un’ora  a  37  C  a  forte  agitazione.  La  sospensione 

batterica è stata poi centrifugata per 5 min a 6000 g e il pellet batterico è 

stato risospeso in 100µl di LB. La crescita dei batteri trasformati è avvenuta 

su piastre di agar ampicillina, IPTG(isopropil-β-D-tio-galattopiranoside) X-Gal 

(5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galattopiranoside) a 37 C per circa 16 ore. Al 

termine dell’incubazione è stato fatto lo screening delle colonie bianche e blu. 

Sono state prelevate solo le colonie bianche (che potenzialmente presentano i 
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batteri che hanno inglobato il plasmide con l’inserto) e fatte crescere in 5ml di 

LB con ampicillina a 37 C per circa 16 ore a forte agitazione.

D- Estrazione di DNA plasmidico: mini-prep

L’estrazione del DNA plasmidico è stata effettuata prelevando 5ml di 

terreno  di  coltura  e  centrifugando  a  13.000g  per  2min.  La  reazione  di 

mini-prep  è  stata  condotta  secondo  le  istruzioni  della  casa  produttrice 

(Sigma).  Per  il  controllo  della  lunghezza  del  frammento  clonato 

un’aliquota di mini-prep è stata digerita con EcoRI per 1,30 h a 37 C. Il 

prodotto della digestione e parte della mini-prep è stato poi valutato su 

gel  di  agarosio all’1%. Il  frammento clonato è stato purificato come da 

protocollo  (BigDye  Terminator  v1.1;  Applied  Biosystems)   e  sequenziato 

con con BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

E- Analisi di espressione 

RNA totale è stato estratto da fegato di maschi e femmine nelle diverse 

condizioni sperimentali.  Tutti  gli  RNA sono stati retro-trascritti  e amplificati 

per PCR come da protocollo descritto prima. La subunità 18S del ribosomale di 

Podarcis è  stata  usata  come  controllo  interno  del  cDNA  (senso 

5’GGACACGGGAAAGGTTTGACA3’  e  antisenso  5’AGGGACTTAATCA 

ACGCGAGC3’; gentilmente donati dalla Dot.ssa R. Scudiero). 

Per escludere eventuali contaminazioni da DNA genomico, una reazione 

di  RT di  controllo  è  stata  condotta  omettendo  l’enzima  e  successivamente 

amplificata per PCR nelle stesse condizioni precedenti.

F- Costruzione della sonda molecolare a cDNA

La sonda per ERα è stata marcate per PCR mediante l’utilizzo di nucleotidi 

marcati con digossigenina (Roche).

G- Ibridazione in situ (ISH)

Per  l’ISH  è  stata  utilizzata  vetreria  rigorosamente  sterile  e  la 

preparazione  delle  soluzioni  ha  previsto  l’utilizzo  di  acqua  autoclavata  con 
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aggiunta  di  Dietil-Ammino-Pirocarbonato  (DEPC,  1:1000).  Le  osservazioni 

sono state effettuate al microscopio ottico Nikon microphot FXA.

Sezioni di fegato e testicolo di maschi naturali, NPt o E2t, sparaffinate e 

idratate sono state processate nel seguente modo:

 Lavaggio in Buffer  Phosphato  Salino (PBS 1X) (137mM NaCl,  2.7  mM 

KCl, 10 mM Sodium Phosphate dibasic, 2 mM Potassium Phosphate monobasic, 

pH7,4) per 5’;

 Fissazione in paraformaldeide 4% in PBS 1X per 30’;

 Lavaggio in PBS 1X per 5’;

 Incubazione con Proteinasi K 10 µg/mL in TrisHCl 20mM pH7,2, EDTA 

1mM, a 37 C per10’;

 Lavaggio in PBS 1X per 5’;

 Lavaggio in SSC 2X per 5’;

 Lavaggio in Tris/glicina buffer per 30’;

Preibridazione:  le sezioni  sono state incubate con il  buffer di  preibridazione 

(Formammide  50%,  SSC  4X,  t-RNA  100µg\mL,  ss-DNA  100µg/mL, 

Denhardt’s 1X) e mantenute in camera umida per 1h a 50 C per ERα.

Ibridazione: le sezioni sono state incubate con la sonda Dig-DNA-ERα diluita 

nel buffer di preibridazione e denaturata per 5’ a 95 C. l’incubazione è stata 

effettuata o/n a 50 C per ERα.

Post-ibridazione: le sezioni vengono sottoposte ad una serie di lavaggi in: 

 SSC 2X per 5’;

 SSC 2X e Formammide 50% per 30’;

 SSC 1X e Formammide 50% per 30’;

 SSC 0,5X e Formammide 50% per 15’;

 SSC 2X per 30’

Rivelazione: 

Incubazione  con  Blocking  Solution  2%  in  acido  maleico  1X  per  1h, 

incubazione con anti-Dig (1:2500) in Blocking Solution o/n a 4 C. 

Lavaggio in buffer NTP (Tris-HCl 100mM pH 7.5, NaCl 150 mM) per 20’; 

lavaggio  in  buffer  NTM  (Tris-HCl  100mM  pH  9.5,  MgCl  50  mM,  NaCl 
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100mM). Rivelazione con 50 µL di BCIP e 37,5µL di NBT in 10 mL di NTM in 

camera buia. 

La reazione è stata bloccata in Tris-HCl 0.1M pH 7.5 ed i vetrini sono stati 

montati con Aquovitrex (Carlo Erba). 

Il  controllo  della  reazione  è  stato  effettuato  su  sezioni  gemelle  omettendo 

l’incubazione con la sonda molecolare.

54



Dottorato in Biologia Avanzata XXII ciclo                                     dott.ssa Mariailaria Verderame

Capitolo 7
Risultati

7.1 Vitellogenina come biomarker

Immunocitochimica

Le indagini di immunocitochimica dimostrano la presenza di irVTG nel 

fegato  delle  femmine  del  pieno  periodo  riproduttivo.  Nelle  femmine  non 

riproduttive e/o immature e nei maschi non trattati non è presente nessuna 

positività. Nel maschi alimentati con NP si osserva immunoreattività all’anti-

VTG nel fegato così come si verifica dopo somministrazione di E2 (Fig.1) 

Western Blotting

Tra le  proteine plasmatiche risultano positive all’anti-VTG due bande 

con peso molecolare di circa 205 e 116 kDa sia negli animali sottoposti ad una 

dieta inquinata da NP sia, come atteso negli animali E2t e nelle femmine del 

pieno periodo riproduttivo (Fig.2). Nessuna reazione è evidente nei maschi non 

trattati, nelle femmine del periodo non riproduttivo e nelle femmine immature 

(Fig.2).

ELISA

La concentrazione di VTG, misurata con saggio ELISA nel plasma dei 

maschi NPt, è risultata circa la metà 4.28 ±1.72 µg/µL di quella presente negli 

animali E2t 8.69 ± 1.53 µg/µL questi ultimi hanno mostrato una concentrazione 

di VTG quasi  pari a quella rilevata per le femmine durante il  pieno periodo 

riproduttivo (maggio) 8.87 ± 2.15 µg/µl. Un piccolissima quantità di VTG è 

stata  registrata  anche  nei  maschi  controllo  0.34±  0.08  µg/µl  (Fig.  3A).  La 

sensibilità del saggio è 0.01 ng/µl. L’inter-assay misurato è 3.5%  per NPt; 5.8% 

per  E2t;  6%  per  le  femmine  del  periodo  riproduttivo;  1.7%  per  i  maschi 
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controllo.  L’intra-assay  è  7%;  NPt  3.4%;  per  E2t;  1%  per  le  femmine  del 

periodo riproduttivo;  4 % per i controlli.

La  percentuale  di  VTG  calcolata  rispetto  al  totale  delle  proteine 

plasmatiche è circa 37% in NPt, 60% in E2t,  77% nelle femmine del periodo 

riproduttivo, 3% nei maschi controllo (Fig. 3B)

7.2 Espressione dei recettori degli estrogeni

Immunocitochimica 

Sulle sezioni istologiche di fegato delle femmine del periodo riproduttivo 

è evidente immunopositività all’anti-ERα in tutte le cellule. Nessuna reazione è 

evidente nei maschi naturali. Nei maschi NPt e E2t è sempre visibile positività 

all’ anti-ERα (Fig. 4).

Sequenziamento di ERα e ERβ da ovario di Podarcis 

Allo scopo di isolare il  cDNA dei  ERs di  Podarcis,  i primers disegnati 

sono  stati  saggiati  sull’mRNA totale  di  ovario  di  una  femmina  del  periodo 

riproduttivo. La reazione di amplificazione mostra la prsenza di un frammento 

di 430bp per i primers ERα e 130bp per ERβ (Fig.5). L’analisi BLAST dei due 

frammenti rivela similarità (87% - 80%)  con la maggior parte delle sequenze di 

ERα (Fig. 6A-B) e ERβ (Fig. 7A-B) note per altri rettili. Tali sequenze parziali 

sono  state  annotate  in  banca  dati  (Accession  No.  AB482182  per  ERα e 

Accession No. AB482181 per ERβ). Inoltre il confronto della dedotta sequenza 

amminoacidica del frammento ERα di Podarcis mostra un’elevata similarità (99% 

-91%) con il dominio che lega il ligando (E) di ERα di molti rettili e dell’uomo 

(Fig.8).

Analisi di espressione di ERα e ERβ nel fegato

L’analisi  di espressione di  ERα  e ERβ  è stata condotta nel fegato dei 

maschi e delle femmine nelle differenti condizioni sperimentali. Ogni prodotto 

di PCR ottenuto nel fegato è stato sequenziato e ha mostrato la stessa identità 
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di sequenza trovata nell’ovario:  il  frammento di 430bp corrisponde a  ERα  e 

quello di 130bp a ERβ. 

Nel fegato dei maschi naturali è espresso solo ERβ. Nei maschi trattati 

con una minore o maggiore quntità di estrogeni compare l’espressione di ERα 

accanto a ERβ. Lo stesso risultato è evidente per i maschi NPt (Fig.9). 

Nel fegato delle femmine del pieno periodo riproduttivo (maggio) ERα e 

ERβ  sono co-espressi,  mentre nel  periodo non riproduttivo così  come nelle 

femmine immature è espresso esclusivamente ERβ. Nelle femmine trattate con 

E2 nel periodo non riproduttivo (gennaio), compare l’espressione ERα accanto 

a ERβ, mentre nelle femmine trattate con progesterone nel periodo riproduttivo 

ERα scompare e il fegato esprime esclusivamente ERβ (Fig.10).

ISH fegato

Le indagini di ISH condotte con la sonda omologa per ERα ha mostrato 

che il messaggero per ERα è assente nel fegato dei maschi naturali e compare 

solo dopo trattamento con NP o E2(Fig. 11).

7.3 Alterazioni morfo-funzionali nel ciclo riproduttivo

Le indagini di microscopia ottica su testicoli di  Podarcis colorati con la 

tricromia  di  Mallory  hanno  evidenziato,  come  è  noto  durante  il  periodo 

riproduttivo, una forte attività spermatogenetica nei tubuli seminiferi dove sono 

evidenti quasi tutti gli stadi meiotici, spermatozoi liberi nel lume e spazi inter-

tubulari popolati da numerose cellule di Leydig. All’inizio della stasi invernale i 

tubuli  seminiferi  presentano cellule  germinali,  con rari  spermatozoi  nel  lume 

(Fig. 12).

L’epididimo parallelamente al testicolo, è molto attivo durante il periodo 

riproduttivo:  le  cellule  dei  duttuli  appaiono  ciliate,  le  cellule  del  canale  si 

presentano alte,  spesso binucleate e piene di granuli di secreto, e il  lume del 

canale  è  pieno  del  secreto  delle  cellule  misto  a  numerosi  spermatozoi.  Nel 

periodo non riproduttivo le cellule del canale sono basse, mono-nucleate e non 

secernenti (Fig. 12). 
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Il trattamento con NP nel periodo riproduttivo mostra un rallentamento 

della  spermatogenesi  con  una  netta  diminuzione  delle  cellule  germinali 

all’interno  dei  tubuli  e  una  riduzione  dello  spessore  dell’epitelio  seminifero. 

Numerosi spazi vuoti sono inoltre evidenti tra le cellule germinali (Fig. 13A). 

Alcuni  tubuli  presentano  un lume  ampio,  altri  presentano  all’interno  cellule 

germinali immature e alcune cellule del Sertoli  appaiono ipertrofiche. Diversi 

spermatidi  rotondi  si  mostrano  positivi  alla  Tunel  e  quindi  apoptotici  (Fig. 

15A).  

Le cellule del canale epididimale sono regredite, basse e completamente 

non secernenti; nel lume del canale sono presenti rari spermatozoi e nei duttuli 

cellule germinali immature in espulsione (Fig.13B).

Negli animali trattati con E2 è alterata la struttura della maggior parte dei 

tubuli. I tubuli più danneggiati appaiono circondati da un abbondante tessuto 

connettivo (evidente iperplasia del connettivo) popolato da cellule immuno-like 

e l’epitelio seminifero è rappresentato quasi esclusivamente da spermatogoni e 

cellule del Sertoli talvolta ipertrofiche: frammiste alle poche cellule germinali, si 

evidenziano  inoltre  strutture  oocyte-like  che  tra  l’altro  si  presentano 

immunoreattive per ERα ma positive alla Tunel (apoptotiche). In altri tubuli il 

lume è ampio e alcuni  spermatidi  rotondi  e  allungati  sono disordinatamente 

inframmezzati ad alcuni spermatociti (Fig 14A).

Nell’epididimo  sono  evidenti  pochissimi  spermatozoi  e  molte  cellule 

germinali immature dai tubuli seminiferi; il canale è privo di secreto con cellule 

basse e non secernenti (Fig. 14B).

ISH testicolo

L’indagini di ISH condotta con la sonda omologa per ERα ha mostrato 

che mRNA-ERα è localizzato essenzialmente negli spoermatociti I e II durante 

il  periodo  riproduttivo;  nel  periodo  di  chiusura  (fine  giugno)  si  mostrano 

positivi spermatogoni e spermatociti I (Fig.16 A-B). 

Il trattamento con NP o con E2 nel pieno periodo riproduttivo induce la 

presenza  di  ERα  anche  a  livello  di  tutte  le  cellule  alla  base  del  tubulo  (i.e. 

spermatogoni, spermatociti I e II) (Fig. 16 C-D).
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7.4 Epididimo e ER

Immunocitochimica 

L’immunolocalizzazione di ERα nell’epididimo degli animali naturali nel 

pieno  periodo  riproduttivo  (maggio)  ha  mostrato  nelle  cellule  dei  duttuli 

efferenti la presenza di irERα, assenti nel periodo di stasi invernale (novembre). 

Le cellule del canale e della coda appaiono leggermente positive soltanto a fine 

giugno-inizio luglio (fase di attività testicolare decrescente) (Fig.17).

L’epididimo di animali trattati con NP (Fig.19 A1)o con E2 (Fig.19 B1) 

durante il periodo riproduttivo, mostra positività sia a livello dei duttuli efferenti 

sia del canale.

ISH epididimo

mRNA  per  ERα  è  evidente  nei  duttuli  e  nella  coda  dell’epididimo 

durante il periodo riproduttivo, nessuna reazione è evidente nel canale (Fig 18 

A-B).  All’inizio  del  primo  periodo  di  stasi  (fine  giugno)  le  tre  regioni 

dell’epididimo appaiono positive (Fig. 18 C-D). 

In NPt il canale dell’epididimo è positivo mentre alcuni duttuli appaiono 

privi  di  mRNA per  ERα (Fig.  19 A2).  In E2t  il  canale e  i  duttuli  appaiono 

positivi (Fig. 19 B2).
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Capitolo 8
Discussione

Gli estrogeni giocano un ruolo di rilievo tra gli ormoni richiesti per la 

sintesi  della  VTG.  Tale  proteina,  è  prodotta  dal  fegato  delle  femmine  dei 

vertebrati non mammiferi solo durante il periodo riproduttivo, quando i livelli 

di estrogeni prodotti  dalle gonadi sono molto elevati.  Il  gene della  VTG nei 

maschi di tutte le specie studiate è assolutamente silente, ma può essere attivato 

solo  dopo esposizione  sperimentale  a  estrogeni  (Wallace  1985;  Whali  et  al., 

1988; Carnevali et al., 1991, 1995; Cedrà et al., 1996; Kobayashi et al., 2005). È 

proprio  per  questo  motivo  che  oggi,  la  presenza  della  VTG nel  plasma  di 

maschi e di femmine immature o del periodo non riproduttivo, è considerata 

biomarker dell’inquinamento ambientale da sostanze estrogeniche (Christiansen 

et al., 1998; Kloas, 1999; Kinnberg et al., 2000; Tada et al., 2004; Kobayashi et 

al., 2005; Lutz et al., 2005) e pertanto diverse specie, in particolare acquatiche, 

conquistano l’appellativo di bio-indicatori di habitat inquinati.

I risultati di questo lavoro di ricerca dimostrano che nei maschi della 

lucertola  Podarcis  sicula,  una  dieta  inquinata  da  NP induce  la  presenza  sia  di 

irVTG nel plasma e nel  fegato e la comparsa di  ERα nel fegato dei maschi 

trattati  sia  con NP o con E2.  Ciò conferma da un lato la  capacità  di  E2 di 

indurre la presenza della VTG nei maschi, come già precedentemente descritto 

per questa specie (Carnevali et al., 1999), dall’altro dimostra l’effetto estrogen-

like del NP in questo animale terrestre ed evidenzia che la presenza della VTG 

immunoreattiva nelle cellule epatiche è parallela alla presenza di ERα. Pertanto 

la VTG può essere considerata come valido biomarker anche in Podarcis. È noto 

che  nel  fegato  di  maschi  di  pesci  e  anfibi,  il  NP è  in  grado  di  indurre  la 

trascrizione  dei  geni  responsivi  agli  estrogeni:  è  riportato  infatti  che  il  NP 

stimola la trascrizione del mRNA per  ER e questa induzione è seguita dalla 

comparsa del mRNA per la VTG (Kloas, 1999; Yadetie et al., 1999; Lutz et al., 

2005; Sabo-Attwood et al., 2007).
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La concentrazione di VTG plasmatica, determinata per mezzo di un 

saggio ELISA,  è risultata essere nei maschi NPt circa la metà di quella presente 

negli animali E2t e questi ultimi hanno mostrato una concentrazione di VTG 

quasi  pari  a  quella  misurata  per  le  femmine  del  pieno  periodo  riproduttivo 

(maggio).  Anche se l’impianto sperimentale non permette di fare una diretto 

confronto di dosi tra NP assunto con la dieta e E2 iniettati, è evidente che il NP 

induce la presenza di VTG nel fegato e nel plasma dei maschi così come gli 

estrogeni; si potrebbe comunque ipotizzare che la differenza tra i valori di VTG 

registrati  per  gli  animali  NPt  e  E2t  potrebbe  essere  ascritta  alla  differente 

potenza  estrogenica  NP<E2 (da  1000  a  10000  volte  minore  degli  estrogeni 

naturali) riportata in altre specie (Kuiper et al., 1998; Weber et al., 2003; Miura 

et al., 2005).

In  Podarcis è  stata  documentata  la  presenza  di  due  bande 

immunorettaive alla VTG di peso molecolare di circa 205 kDa nelle femmine 

del periodo riproduttivo e nei  maschi  trattati  con estrogeni  (Carnevali  et  al., 

1991).  Le  due  bande  di  peso  molecolare  di  116  kDa  potrebbero  invece 

rappresentare  o  un’accidentale  rottura  della  VTG  nativa  essendo  questa 

naturalmente  sensibile  ad  una  scissione  proteolitica  immediatamente  dopo 

l’uptake  da  parte  dell’ovocita  (Limatola  et  al.,  2001),  oppure  potrebbero 

suggerire che la VTG di 116 kDa potrebbe essere il prodotto dell’espressione di 

geni differenti come descritto in un’altra lucertola  Anolis pulchellus (Morales et 

al., 1996).

I  dati  sperimentali   in  Podarcis dimostrano  che  il  rapporto  tra  la 

concentrazione totale delle proteine plasmatiche e la VTG si sposta in favore 

della  VTG  nelle  femmine  naturali  del  pieno  periodo  riproduttivo  e  ciò  si 

vefrifica anche nei maschi trattati sperimentalmente con NP o E2. 

Nelle femmine dei vertebrati studiati, gli estrogeni hanno un ruolo up-

regolatorio per la sintesi  di  VTG a discapito delle altre proteine plasmatiche 

(Follett e Redshaw, 1974; Gerstle e Callard, 1992; Selcer e Palmer, 1995). Gli 

estrogeni destabilizzano gli mRNA che codificano per le proteine seriche (come 

l’mRNA  per  l’albumina)  mentre  stabilizzano  l’mRNA  che  codifica  per  le 

proteine che saranno impacchettate nelle uova (vitellogenina, apolipoproteina) 
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(McKnight e Palmiter, 1979; Margot e Williams, 1996; Dodson e Shapiro, 2000; 

Ratna e Oyeamalu, 2002). 

Condizione  indispensabile  affinchè  avvenga  la  sintesi  di  VTG nelle 

femmine  è  la  presenza  del  recettore  degli  estrogeni.  Infatti  il  complesso 

estrogeno-recettore,  interagendo con il  responsive element  presente  sul  gene 

che codifica per la VTG, ne determina la trascrizione. Nei vertebrati sono state 

identificate due forme di recettori degli estrogeni, ERα e ERβ che interagiscono 

a  formare  omodimeri  o  eterodimeri  (Cowley  et  al.,  1997;  Pettersson  et  al., 

1997). È noto anche che nel fegato dei maschi trattati con estrogeni l’attività 

trascrizionale dei geni per ERs precede quella del gene per la  VTG (Pakdel et 

al., 1991; Flouriot et al., 1996) e i siti di legame degli estrogeni incrementano 

prima dell’accumulo della VTG (McKay e Lazier, 1993). Sebbene ERα e ERβ 

siano spesso co-espressi, non è univoco il contributo di ciascun tipo nella sintesi 

della VTG. In particolare nelle femmine di rainbow trout una piccola isoforma 

epatica di  ERα è stata messa in relazione con la vitellogenesi (Menuet et al., 

2001).  Nelle stessa  specie invece la mancata inibizione della sintesi  di  VTG, 

determinata da un’antagonista di ERα, ha suggerito che la produzione di VTG 

sia mediata da  ERβ (Leonos-Castaneda et al., 2007). In esemplari immaturi di 

goldfish l’esposizione al  17β-estradiolo e al  NP induce la presenza di  VTG 

incrementando i livelli  trascrizionali epatici di  ERβ-1 (Soverchia et al.,  2005), 

mentre in un tritone (Iberian ribbed),  studi di  RT-PCR hanno evidenziato il 

trascritto  di  ERα a  livello  epatico,  suggerendo  la  sua  implicazione  nella 

vitellogenesi  (Ko et  al.,  2008).  In  Podarcis dai  risultati  esposti  è  evidente  la 

presenza di irERα nel fegato delle femmine vitellogeniche naturali e nei maschi 

trattai con E2 o con NP. Nulla è noto in Podarcis riguardo l’espressione dei ERs. 

L’identificazione di sequenze parziali  per entrambi  ERα e  ERβ dimostra che 

entrambi sono espressi in questa specie. Inoltre, l’osservazione che la sequenza 

ottenuta di ERα presenta un omologia del 93% con la sequenza di ERα umano, 

valida l’utilizzo di anti-ERα umano nelle  descritte indagini di immunocitochimica.

Il frammento riconosciuto come  ERα è stato identificato come parte 

del dominio del recettore che lega il ligando, per ERβ invece l’esigua lunghezza 
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del  frammento  (130bp)  non  ha  permesso  di  accertare  il  dominio  di 

appartenenza. 

Pur essendo noti in alcuni rettili i due tipi di recettori degli estrogeni e 

talune  sequenze  parziali  di  essi,  in  nessuna  specie  la  loro  presenza  è  stata 

relazionata al processo di sintesi della VTG. 

I risultati sperimentali ottenuti dell’analisi di espressione rivelano che 

nella lucertola  Podarcis ERα è necessario per la sintesi  della VTG. Infatti  nel 

fegato  delle  femmine, ERα è  naturalmente  espresso  accanto  ad  ERβ solo 

durante il periodo riproduttivo ed è completamente assente nelle femmine non 

riproduttive, nelle immature e nei maschi naturali e la sua espressione è indotta 

nei maschi solo dopo il trattamento sperimentale con E2 o NP.  ERβ invece è 

costantemente espresso sia nelle femmine sia nei maschi indipendentemente dal 

momento riproduttivo e dal trattamento. L’espressione differenziale di  ERα è 

allineata con la presenza di VTG nel fegato e nel plasma degli stessi animali e 

suggerisce una netta correlazione tra il  recettore  ERα e la sintesi di VTG. È 

inoltre  evidente  che  il  NP  al  pari  di  E2 è  responsabile  dell’induzione 

dell’espressione di ERα. Anche l’ISH condotta con la sonda omologa per ERα 

su fegato di maschi ha dimostrato l’assenza del messaggero negli esemplari in 

natura (controllo) e la comparsa a seguito di trattamento  con NP o E2.

La capacità degli estrogeni di indurre l’espressione epatica del loro stesso 

recettore è documentata nei maschi di pesci e in una tartaruga (Pakdel et al., 

1997; Custodia-Lora et al., 2004a). In  Podarcis è noto da precedenti studi che 

nelle femmine del periodo riproduttivo, i livelli di E2 plasmatici raggiungono il 

loro massimo (circa 4 ng/mL) ad ogni ondata ovulatoria contemporaneamente 

al picco di VTG plasmatica, mentre nelle femmine del periodo non riproduttivo 

la quantità massima di E2 è circa 1.2 ng/mL (Carnevali et al., 1991); nei maschi il 

livello massimo di E2 è riportato essere circa 1.8 ng/mL ed è riscontrato solo 

nel  periodo  di  refrattarietà  (post-riproduttivo)  (Angelini  e  Botte  1992).  È 

possibile  pertanto  ipotizzare  in  via  speculative  che  l’espressione  di  ERα sia 

regolata da elevati livelli di estrogeni circolanti e che l’espressione di ERβ possa 

essere costitutiva o indotta da un livello soglia di estrogeni.

63



Dottorato in Biologia Avanzata XXII ciclo                                     dott.ssa Mariailaria Verderame

Riguardo il  ruolo  di  ERβ,  è  possibile  ipotizzare  che  questa  forma di 

recettore sia implicata della modulazione della risposta vitellogenica. E’ infatti 

noto che quando ERα  e  ERβ  sono co-espressi, l’eterodimero  ERα/ERβ è in 

grado  di  antagonizzare  la  trascrizione  dei  geni  ERα-dipendente,  o  di 

incrementare la degradazione proteolitica di ERα (Paech et al., 1997; Liu et al., 

2002; Lindberg et al.,  2003; Matthews et al.,  2006), è possibile quindi che in 

questo modo sia modulata la trascrizione del gene della  VTG e quindi ne sia 

regolata la sintesi in Podarcis; indagini di Real Time PCR o al limite valutazioni 

semi-quantitative potrebbero contribuire a chiarire tale aspetto.

Oltre  al  ruolo  permissivo  degli  estrogeni  nella  sintesi  di  VTG  è 

altrettanto noto il ruolo inibente del progesterone (P) in tale processo (Ho et al., 

1981; Limatola et al., 1989; Prisco et al., 2008). I risultati sperimentali in Podarcis 

nelle femmine trattate con E2 nel  periodo non riproduttivo,  dimostrano che 

compare l’espressione di ERα accanto a ERβ, mentre nelle femmine trattate con 

P nel pieno periodo riproduttivo, l’espressione di  ERα scompare.  La perdita 

dell’espressione  di  ERα nelle  femmine  trattate  con  P  durante  il  periodo 

riproduttivo,  sottolinea  ancora  una  volta  che  tale  forma  del  recettore  è 

necessaria per la sintesi epatica di VTG e indica il ruolo negativo operato dal P 

(Ho et al., 1981; Limatola et al., 1989; Prisco et al., 2008).

Questo lavoro sperimentale dimostra come sostanze xeno-estrogeniche 

al pari degli estrogeni inducano nel fegato e nel plasma la presenza di VTG nei 

maschi che si dimostra essere un biomarker anche in questa specie terricola. 

Nelle  diverse  specie  studiate sono altrettanto noti  i  danni  indotti  dagli  E2 o 

xeno-estrogeni nel ciclo spermatogenetico. Uno degli obiettivi di questo lavoro 

sperimentale è stato quello di valutare in che modo le interferenze estrogeniche 

nel ciclo riproduttivo della lucertola  Podarcis potessero minacciare la continuità 

della specie. Il ciclo riproduttivo del maschio di Podracis prevede un periodo di 

attiva  spermatogenesi  da  aprile  fino  alla  fine  di  giugno  a  cui  fa  seguito  un 

periodo di attività decrescente e di stasi fino ai primi di agosto. A ottobre c’è 

una  leggera  ripresa  senza  rilascio  di  spermatozoi,  ancestrale  ricordo  di  una 

doppia  attività  spermatogenetica,  seguita  un periodo di  quiescenza  invernale 
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correlata anche al rallentamento metabolico cui questi rettili vanno incontro nei 

mesi invernali (Galgano e D’Amore, 1953).

Dai risultati esposti si evidenzia che il trattamento sperimentale con una 

dieta inquinata da NP determina alterazioni del testicolo della lucertola Podarcis 

durante il pieno periodo riproduttivo. Nei tubuli più danneggiati, si osserva un 

rallentamento della spermatogenesi, in particolare la struttura testicolare appare 

simile a quella degli animali che vanno verso la refrattarietà. I numerosi spazi 

vuoti evidenti tra le cellule germinali sono da riferirsi al mancato rimpiazzo di 

cellule dalla base del tubulo. Inoltre tra le poche cellule germinali presenti, gli 

spermatidi  rotondi,  apparentemente  in  buono  stato,  si  mostrano  invece 

apoptotici.  E’ stato suggerito che gli estrogeni sono responsabili della chiusura 

dei cicli riproduttivi e dell’instaurarsi della refrattarietà, agendo sia direttamente 

sulle gonadi che indirettamente sull’asse ipotalamo-ipofisi (Polzonetti-Magni et 

al.,  1984;  Varriale  et  al.,  1986).  Tali  alterazioni  appaiono  dunque ascrivibili 

all’attività estrogen-like del NP.

La presenza di soli  spermatozoi e Sertoli  in molti tubuli,  a seguito di 

trattamento con E2, è indice del blocco della spermatogenesi come accade alla 

fine del periodo riproduttivo quando i livelli plasmatici di E2 sono al massimo 

riscontrabile  nei  maschi  (Angelini  e  Botte,  1992).  La  presenza  di  strutture 

oocyte-like  nella  compagine  strutturale  della  gonade  maschile,  è  riportata  in 

molti  pesci  sottoposti  a  trattamento  sperimentale  con  E2 o  NP  (Shibata  e 

Hamaguchi,  1988; Gray e Metcalfe,  1997; Blazquez et al.,  1998; Kang et al., 

2002; Zha et al., 2007) oppure in esemplari esposti in natura ad acque inquinate 

come  in  Pleuronectes  yokohamae che  popola  le  acque  della  Baia  di  Tokyo 

(Hashimoto et al.,  2000) e in Italia nel  ciprinide  Barbus plebejus nel  fiume Po 

(Viganò et al.,  2001). La comparsa di strutture ovocita simili è stata descritta 

anche nel testicolo di  Podarcis  a seguito di trattamento con un antagonista del 

GnRH (Ciarcia et al., 1983). Un evento simile si è osservato anche in embrioni 

maschi di quaglia dove solo gli E2 diversamente dal NP ne inducono la presenza 

(Razia  et  al.,  2006).  È interessante  notare  che  nei  nostri  esperimenti  queste 

strutture  sono apoptotiche  e  positive  per  ERα  e  sono  evidenziabili  solo  a 
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seguito di trattamento con E2 e non con NP, cosa che potrebbe ulteriormente 

corroborare la minore azione estrogenica del NP rispetto agli E2. 

Nelle specie studiate la comparsa di strutture oocyte-like, è comunque 

indice di squilibrio dell’omeostasi endocrina e l’espressione di geni determinanti 

per  lo  sviluppo  della  gonade  è  fortemente  influenzata  dagli  ormoni.  In  un 

teleosteo (Oreochromis niloticus), è stato dimostrato che l’espressione di  tDMRT1 

decresce  in  maschi  cui  è  stata  indotta  inversione  sessuale  mediante  E2 

(Kobayashi  et  al.,  2008),  ma molte  specie  di  teleostei  sono  caratterizzati  da 

ermafroditismo sincrono o sequnziale.  Nei maschi di pulcino tra i  vertebrati 

superiori a sessi separati, il trattamento con E2 a tre giorni di età, favorisce la 

down-regulation dell’ormone anti-Mulleriano (AMH) e la comparsa di oocyte-

like nel testicolo (Stoll et al., 1993). Al momento nella lucertola Podarcis, diventa 

piuttosto  difficile  sulla  base  delle  sole  osservazioni  morfologiche  dare  una 

spiegazione della comparsa di tali strutture. 

Un’osservazione  costante  negli  esemplari  trattati  con NP o con E2 è 

relativa  alle  dimensioni  delle  Sertoli  che  appaiono  ipertrofiche.  In  molti 

teleostei, è stata descritta ipertrofia delle cellule del Sertoli indotta dal NP o dal 

17β-estradiolo correlata ad un incremento della loro attività fagocitarla (Russell 

et al.,  1990; Christiansen et al.,  1998; Kinnberg et al.,  2000 a,b; Miura et al., 

2005; Bjerregaard et al., 2006). 

Nel  testicolo  di  svariati  vertebrati  compreso  l’uomo  è  inoltre 

ampiamente  documentata  la  presenza  di  ERs  (Aquila  et  al.,  2002;  Choi  e 

Habibi, 2003; Lambard et al., 2003; Wu et al., 2003; Gist et al., 2007). 

Ad oggi l’unico recettore degli estrogeni immunolocalizzato nel testicolo 

di Podarcis sicula a livello di spermatogoni, spermatociti, spermatidi e Sertoli è il 

sottotipo β (Chieffi e Varriale, 2004). I risultati sperimentali di questo lavoro di 

tesi  ottenuti  mediante  ISH  dimostrano  che  durante  il  pieno  periodo 

riproduttivo l’ mRNA per ERα è localizzato solo a livello degli spermatociti I e 

II, mentre alla chiusura (giugno-luglio) mRNA-ERα è evidente oltre che negli 

spermatociti  I  anche  nelle  cellule  basali  del  tubulo  seminifero  (i.e. 

spermatogoni). Il trattamento con NP o con E2 nel pieno periodo riproduttivo 

induce la presenza di ERα anche a livello di tutte le cellule alla base del tubulo 
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(i.e. spermatogoni, spermatociti I e II). È noto in questa specie che gli estrogeni 

sono responsabili delle mitosi spermatogoniali (Angelini e Botte, 1992; Chieffi 

et al., 2002).

Appare  dunque  chiaro  che  entrambi  i  trattamenti  inficiano 

sostanzialmente  il  delicato  equilibrio  endocrino  della  gonade  maschile 

determinando in alcuni casi inibizione della spermatogenesi proprio durante il 

periodo  degli  accoppiamenti,  ciò  di  conseguenza  si  traduce  in  un  minore 

successo  riproduttivo  e  quindi  in  una  seria  minaccia  per  la  continuità  delle 

singole specie. 

L’epididimo è  un dotto  convoluto  nel  quale  passano  gli  spermatozoi 

prima di essere riversati all’esterno e proprio nei rettili è stato per la prima volta 

identificato come un carattere sessuale secondario dipendente dalla secrezione 

interna  del  testicolo (Padoa,  1933).  La  morfologia  delle  cellule  caratterizza i 

diversi  tratti  del  dotto  epididimale.  In  Podarcis i  piccoli  duttili  efferenti 

presentano cellule cubiche e ciliate; di seguito le cellule del canale si presentano 

ciclicamente secernenti alte e spesso binuleate durante il periodo riproduttivo e 

basse e non secernenti durante il periodo non riproduttivo. Le cellule della coda 

sono  larghe,  basse  e  non  secernenti  e  delimitano  un lume molto  ampio.  Il 

periodo di massima attività dell’epididdimo corrisponde al periodo degli amori e 

alla massima attività spermatogenetica, in particolare il lume del canale è pieno 

di spermatozoi e del secreto prodotto in gran quantità dalle cellule ghiandolari 

del canale (Galgano e D’Amore, 1960).

In  conseguenza  dei  trattamenti  sperimentali  con  NP  o  con  E2 si  è 

osservata  una  regressione  del  canale  epididimale  paragonabile  a  quella  del 

periodo non riproduttivo con cellule basse e completamente non secernenti.

Nel  tratto  riproduttivo  maschile  anche  l’acqua  gioca  un  ruolo 

importante.  Nei  tubuli  seminiferi,  l’acqua è secreta  nel  lume dalle cellule del 

Sertoli allo scopo di creare un ambiente fluido essenziale per il mantenimento 

della spermatogenesi  e  il  trasporto degli  spermatozoi  fuori  dal  testicolo.  Nei 

duttuli efferenti, collegati alla rete testis dell’epididimo, più del 90% dei fluidi 

testicolari  sono  riassorbiti.  Questo  processo  sembra  indispensabile  per 

concentrare gli spermatozoi come passo iniziale per promuovere la fertilità e la 
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motilità nel momento in cui gli spermatozoi attraversano l’epididimo (Hess et 

al.,  2002).  Nell’epididimo,  l’acqua  funge  da  veicolo  per  il  passaggio  degli 

spermatozoi  attraverso i  dotti  convoluti  (Setchell  et  al.,  1969).  Pare che una 

condizione indispensabile per il corretto funzionamento dell’epididimo sia da 

ascrivere  alla  presenza  di  ERα  nei  duttuli  efferenti.  I  maggiori  studi  in  tale 

direzione  sono  condotti  in  mammiferi  e  dimostrano  come  nei  roditori  gli 

estrogeni siano responsabili della regolazione dell’espressione delle aquaporine, 

ciò  ha  quindi  lasciato  ipotizzare  che  tali  ormoni  possano  partecipare  al 

riassorbimento  dei  fluidi  nel  tratto  riproduttivo  maschile.  Tale  ipotesi  è 

confermata dal fatto che topi knockout per il gene ERα risultano sterili con una 

notevole riduzione della aquaporine nei duttuli efferenti (Rutz et al., 2006).

Dalle osservazioni di ICC e ISH nell’epididimo nel ciclo naturale, appare 

evidente  che  nei  duttuli  efferenti  ERα  è  presente  solo  durante  il  periodo 

riproduttivo ed è assente nel periodo di stasi invernale (novembre); nel canale 

invece ERα è assente nel periodo riproduttivo e comincia ad essere presente nel 

periodo di attività decrescente del testicolo (fine giugno-inizio luglio) e la stessa 

situazione  è  riscontrata  nelle  cellule  della  coda.  La  differente  comparsa 

temporale  di  ERα  nell’epididimo  di  Podarcis suggerisce  che  tale  forma  del 

recettore possa giocare anche in questa specie, come osservato per i mammiferi 

(Krange et al., 1998; Lee et al., 2000), un ruolo di rilievo nel processo di rilascio 

degli  spermatozoi,  assicurando  di  conseguenza  un  migliore  successo 

riproduttivo.  Il  trattamento  sperimentale  con  NP  durante  il  periodo 

riproduttivo induce la presenza di irERα nel canale, ciò che appare inficiato è 

invece la trascrizione del mRNA per ERα nei duttuli effernti. Il trattamento con 

17β-estradiolo  nel  periodo  riproduttivo  determina  positività  per  l’anticorpo 

anti-ERα in tutto l’epididimo e non appare inficiata la trascrizione del mRNA-

ERα che al contrario di quanto accade naturalmente, appare molto attiva nel 

canale.  Pertanto è possibile ipotizzare che i ERα nel canale siano influenzati 

dalla quantità di estrogeni  circolanti, che è fisiologicamente la più alta a fine 

giugno  nei  maschi  naturali  (Angelini  e  Botte,  1992)  quando  gli  animali  si 

avvaino alla chiusura del loro periodo riproduttivo e che possano essere indotti 

sperimentalmente dal  NP o da E2 durante il  periodo riproduttivo.  Il  quadro 
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indotto dal NP o da E2 è pertanto simile a quello osservato negli animali verso 

la fine del periodo riproduttivo naturale. 

La  comparsa  di  ERα  nelle  cellule  del  canale  nei  maschi  naturali  è 

parallela al  primo periodo di  stasi  (fine giugno)  e la sua comparsa  potrebbe 

essere messa in relazione con l’inibizione della capacità secernente delle cellule 

di tale compartimento. Infatti il trattamento con NP o con E2 nel pieno periodo 

riproduttivo, determina la comparsa di ERα nel canale e inficia la secrezione 

delle cellule ghiandolari di tale compartimento. 

In conclusione i risultati ottenuti dimostrano che:

- nel maschio della lucertola Podarcis sicula il NP ha un’azione estrogen-like e 

al  pari  degli  E2 determina  la comparsa  nel  fegato e nel  plasma di  irVTG e 

l’espressione di ERα nelle cellule epatiche;

- nel fegato delle femmine durante il periodo riproduttivo e dei maschi 

sperimentali l’espressione differenziale di  ERα è sempre parallela alla sintesi di 

VTG  nel  fegtao.  ERβ è  invece  sempre  espresso  in  tutte  le  condizioni 

sperimentali e negli esemplari naturali maschi o femmine;

- nelle femmine durante il periodo non riproduttivo il trattamento con 

E2 induce il  fegato a trascrivere  ERα mentre il  trattamento con P durante il 

periodo riproduttivo ne inibisce la trascrizione;

- il NP o il 17β-estradiolo interferiscono nel ciclo riproduttivo di Podarcis. 

In  particolare  entrambi  i  trattamenti  durante  il  periodo  riproduttivo 

determinano un rallentamento della spermatogenesi,  con comparsa  di  cellule 

apoptotiche nei tubuli seminiferi; un quadro più drammatico si è osservato negli 

esemplari trattati con E2 dove si evidenzia la presenza di strutture oocyte-like 

all’interno del tubulo;

 - anche la fisiologia dell’epididimo è alterata dai trattamenti: esso infatti 

si  mostra  inibito nella  sua funzione secernente  e assume l’aspetto tipico del 

periodo non riproduttivo.

-  Contestualmente  è  stata  dimostrata  la  presenza  di  ERα  nei  duttuli 

efferenti  solo durante il  periodo riproduttivo e una possibile  inibizione della 

secrezione del canale a seguito dei trattamenti sperimentali. 
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