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Riassunto

Gli spermatozoi di suino sottoposti alla proceduda sessaggio mediante
citofluorimetria presentano una serie di modifioazi morfo-funzionali che
compromettono nel tempo la loro sopravvivenza edpacita fecondante. Questi
spermatozoi, inoltre, a causa della sensibilitdaaini indotti dalla crioconservazione,
vengono solitamente conservati allo stato liquidal®17°C, con conseguente
ulteriore peggioramento nel tempo della qualitdedetllule spermatiche sessate.

Lo scopo della ricerca € stato quello di valutaee nhodificazioni di alcune
caratteristiche morfo-funzionali degli spermatozini seguito a sex-sorting e
conseguente conservazione. Successivamente sca&taeli migliorare i parametri
gualitativi del seme sessato mediante I'aggiuntsodtanze antiossidanti e la messa a
punto di una nuova metodica di conservazione.

| risultati ottenuti hanno evidenziato che la piaho@ di sessaggio e la conseguente
conservazione per 24-26 ore a 15°C hanno indottpaggioramento significativo
delle caratteristiche morfo-funzionali (vitalitantégrita acrosomiale, quantita e
distribuzione dell’Hsp70, capacita fecondante).

Mentre I'azione degli antiossidanti non si e rivalafficace nel miglioramento della
gualita degli spermatozoi durante le fasi di catmae e passaggio attraverso il
citofluorimetro, Il'azione congiunta del plasma seate e degli antiossidanti
superossido-dismutasi ed epigallocatechina-3-galtet indotto un miglioramento
significativo della vitalita degli spermatozoi.

Per la conservazione del seme di suino € staiatdest tecnica di incapsulazione in
membrane di alginato di bario che permette, durim&eminazione artificiale, un
rilascio graduale degli spermatozoi e l'utilizzo dn quantitativo inferiore di
materiale seminale. L'applicazione di tale tecnigar la conservazione degli
spermatozoi di suino sessati non sembra provocaoalo significativo della vitalita,
dell'integrita acrosomiale e dell'efficienza totate fecondazione rispetto al seme

sortato e conservato diluito suggerendo futuriigtugivo.



Una migliore conoscenza dei danni indotti da quetenologie e la loro
minimizzazione potra stimolare in futuro I'utilizBw vasta scala del seme sessato nel

suino.



STORAGE OF BOAR SEXED SEMEN
Abstract

Boar spermatozoa submitted to the sorting procedimaw several morpho-
functional modifications effective in compromisirigeir survival and fertilization
ability. Moreover ,boar spermatozoa, because oir thesceptibility to damages
induced by cryopreservation, are usually stored1st17°C after the sorting
procedure; however, also the conservation at ligiedde implies the worsening of
semen quality. The aims of this research were:olgvaluate morpho-functional
characteristics of sperm cells submittedséx-sortingand consequent storage; 2) to
try to improve the quality of sorted semen by #ddelition of antioxidants; 2) to set
up a new storage method.

Our results evidence a decreased quality of boded-stored spermatozoa in term
of: viability, acrosome integrity, amount and lazation of Hsp70, fertilizing ability.
During the staining step and the passage throughcytofluorimeter, antioxidants
were not effective in improving sperm cells morghaoetional characteristics, while
the addition of superoxide dismutase or epigalldan-3-gallate associated with
seminal plasma induced an increase of viabilitgated boar spermatozoa stored 24
h at 15°C.

Some researchers have utilized encapsulation imrbaalginate membrane to store
boar sperm cells. This technique allows a constaletase of spermatozoa in sow
reproductive system, avoiding the double/tripleeiméntion of insemination and
reducing the number of spermatozoa/inseminatioe. pplication of this technique
In order to store boar sperm cells after sorting Wbt induce any impairment of
sperm morpho-functional characteristics (viabilitacrosome integrity, total
efficiency of insemination) compared to sorted smEpzoa stored at liquid state,
thus demonstrating the possibility to use this métko improve the reproductive

performance of boar sorted semen.



INTRODUZIONE

METODI DI CONSERVAZIONE DEL SEME DI MAIALE

Negli ultimi decenni I'interesse verso lo svilupgelle tecnologie riproduttive nella
specie suina allo scopo di migliorare l'efficiendalla produzione &€ aumentato
notevolmente.

L’introduzione degli spermatozoi nel tratto geretalfemminile mediante
inseminazione artificiale (I1A) rappresenta la priteanologia riproduttiva utilizzata
negli animali domestici. Il primo tentativo di IAstato effettuato in Russia da Ivanov
all'inizio del ‘900 (Foote, 2002) e negli anni iumero delle femmine inseminate
artificialmente non ha cessato di aumentare.

L’inseminazione artificiale nel suino e stata inga& sin dagli anni ‘30 ma il vero
sviluppo e Il'applicazione commerciale nella produna suina ha avuto luogo a
partire dagli anni ‘80. L'attuale incremento delilizzo della fecondazione artificiale
nel suino e dovuto allaumento della domanda diemale seminale di verri di
elevata genealogia, allaumento del profitto otvéaidalle carcasse di alta qualita e
al miglioramento dei sistemi di trasporto che fanodo che il seme sia disponibile in
tempi brevi in tutto il mondo. Di conseguenza éanadsigenza di migliorare i metodi
di conservazione del seme preservandone le casttiee funzionali e quindi la
capacita fecondante. Le tecniche di conservaziaeseime sono sostanzialmente
due: la conservazione allo stato liquido a tempeeatdi refrigerazione e |l
congelamento in azoto liquido.

Sin dai primi studi sulla conservazione del semsuilio e stato dimostrato che solo
una percentuale di spermatozoi e in grado di seprere ad entrambi i processi di
conservazione. Allo stesso modo é stato osservatoecal diminuire della
temperatura si riduca la percentuale di spermatiozgirado di mantenere l'integrita

della membrana e delle ultrastrutture.



Di fronte alla necessita di conservare il semengdutermine la tecnica piu efficace e
sicuramente il congelamento in azoto liquido. Dafrarte la refrigerazione del seme
a 15-20°C costituisce un metodo efficace per umsewazione a medio termine che
permetta di evitare i danni legati al congelamentmltre, sebbene il tempo di
sopravvivenza del seme refrigerato sia molto pavérdi quello del seme congelato,
il costo economico della refrigerazione é inferiarguello del congelamento.

In seguito alla valutazione di tutti questi aspettitilizzo di una metodica di
conservazione del seme piuttosto che di un’altpemtie strettamente dagli aspetti
tecnici ed economici correlati alla specie.

Nonostante le difficolta riscontrate, tuttora gbrzi dei ricercatori nel’ambito delle
tecnologie riproduttive sono rivolti all’individuaane di nuove tecniche o di nuove
sostanze in grado di migliorare la capacita fecotelaia degli spermatozoi di maiale

congelati che di quelli conservati allo stato lami

Crioconservazione

L'utilizzo della criopreservazione per la consergae a lungo termine del seme di
verro € da molti considerato un metodo efficacerpantenere materiale genetico di
importante valore economico, preservare la diwergienetica, fornire tecniche
d’allevamento piu efficienti e controllare la trassione di patogeni (Guthie e Welsh,
2005). La metodica di congelamento degli spermattizeuino e stata messa a punto
negli anni '60 ma solo nel 1971 sono stati ottenyprimi casi di fecondazione
mediante [l'utilizzo dell'inseminazione artificial€lA). Nonostante gli sforzi
documentati per ottenere livelli accettabili ditiléa e prolificita in seguito a IA,
ancora oggi la capacita fecondante degli spermatdzesuino crioconservati e
abbastanza bassa rispetto ai valori ottenuti radtte specie poiché, oltre al crollo
della vitalita e della motilita, le cellule spernchie mostrano una riduzione del tempo
di sopravvivenza post-scongelamento. Vari studinbamfatti dimostrato che,

rispetto agli spermatozoi delle altre specie doitiast le cellule spermatiche di suino
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sono maggiormente suscettibili allo stress cellaausato dal cambiamento
dell’equilibrio osmotico, dall’esposizione alle lsastemperature e dall’azione tossica
dei crioprotettori. Gli spermatozoi di suino, a sauwdell’elevato contenuto di lipidi

insaturi, sono particolarmente sensibili allo shat& freddo quando vengono

sottoposti a temperature inferiori ai 15°C (Watsz0100).

In tutti i protocolli di congelamento la prima fapeevede un rapido raffreddamento
dalla temperatura corporea a temperature prossiquele di congelamento che ¢
responsabile dell’ inevitabile riduzione della partuale di spermatozoi in grado di
mantenere l'integrita di membrana, delle ultrasimet e dei componenti biochimici
(Johnson et al., 2000). La membrana plasmaticaitiprimario del danno da freddo
(Bayley et al., 2008) la cui azione influisce neégahente sui componenti proteici e
lipidici della membrana stessa. |l congelamentaigadl’adesione e il concomitante
distacco di proteine dalla superficie dello speorad come osservato nella specie
suina da Huang e coautori (2009). | processi dgetamento e scongelamento hanno
effetti evidenti anche sui lipidi presenti sullami@ana plasmatica dello spermatozoo
(Buhr et al., 1994). Le fluttuazioni della temperat e la deidratazione della cellula
inducono modificazioni nella separazione di fase Ig@di con un conseguente
riordinamento laterale dei componenti di membrd@r@lfnis et al., 1993) e la perdita
degli acidi grassi polinsaturi e del colesterolchgkrabarty et al., 2007). Queste
modificazioni della componente lipidica alteranoplermeabilita di membrana dello
spermatozoo all’acqua, agli ioni e ai crioprotattcne portano all’indebolimento
della cellula e alla riduzione della sua capacitadesistere agli stress cui viene

sottoposta (Leahy e Gadella, 2011).

| danni post—crioconservazione, inoltre, sembrasgee in parte provocati da un
aumento della produzione dei radicali liberi dedbgeno (ROS). Gli spermatozoi di
suino, possedendo una membrana plasmatica ricaeidi grassi insaturi, sono
particolarmente sensibili alla perossidazione chevgra danni di membrana,

inibizione della respirazione cellulare, perditagl enzimi intracellulari (White,
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1993), aumento della percentuale di difetti morato (Aziz et al.,, 2007),
frammentazione del DNA (Baumber et al., 2003), dimta capacita di fusione con
I'oocita e conseguente compromissione della fecoioda. Molti autori dopo aver
identificato le maodificazioni indotte dal congelam@ hanno evidenziato la
somiglianza di queste alterazioni a quelle che agwro durante il processo di
capacitazione. | cambiamenti indotti dalla crio@wazione portano, dal punto di
vista funzionale, alla destabilizzazione della rheana, al cambiamento del pattern
di motilita, allaumento della fosforilazione deesidui di tirosina delle proteine
(Kumaresan et al.,, 2011). Questo potrebbe codituin vantaggio poiché
teoricamente permetterebbe agli spermatozoi di dsgra il processo di
capacitazione subito dopo lo scongelamento essgiadim grado di andare incontro
alla reazione acrosomiale. In realta le modificazigimil-capacitative che gli
spermatozoi subiscono durante i processi di crisen/azione sembrano seguire un
pathway diverso rispetto a quello osservato durahtésiologico processo di
capacitazione. Bravo e collaboratori (2005) hannmdtrato differenze nei pattern di
fosforilazione della tirosina tra gli spermatozoisdino capacitati in vitro e quelli
crioconservati. Le diverse caratteristiche cheedéhziano le cellule spermatiche di
maiale da quelle delle altre specie domestiche mieessere prese in considerazione
nella progettazione dei protocolli di congelameni seme di questa specie. |l
successo di un protocollo di congelamento derivie dammpleta comprensione dei
fattori che influenzano la capacita degli spermaitodi essere congelati e
dall'interazione di questi. Questi fattori possagsere suddivisi in due categorie: i
fattori interni, cioé quelli che influenzano la djteadegli spermatozoi e le differenze
tra gli eiaculati appartenenti a verri diversi dattori esterni, cioe i diluitori, i
crioprotettori, le temperature e le metodiche z#dite durante il processo di
congelamento (Johnson et al., 2000). Per quant@andg i fattori interni bisogna
innanzitutto considerare le notevoli variazionelaletapacita degli spermatozoi,
appartenenti a soggetti differenti, di resisterdaaini correlati alla criopreservazione.

Nel maiale, in particolare, € il fattore che riveegtaggiore importanza poiché capace
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di influenzare la criosopravvivenza (Roca et @0&) e quindi di indirizzare la scelta
dei donatori non solo in base al valore genetico amche in base alla
crioconservabilita. Le ragioni di queste notevadtfedenze individuali non sono state
ancora del tutto comprese ma sono stati studiateerase cause, e potenziali marker
responsabili della diversa resistenza al processomfjelamento come la regolazione
del volume cellulare, i fattori genetici, I'espres®e di proteine costitutive e la
composizione proteica del plasma seminale (LeaBgdgella, 2011). Differenze nella
capacita di subire il processo di congelamento sstiate registrate anche negli
spermatozoi di eiaculati diversi dello stesso stgged addirittura in quelli
appartenenti a differenti frazioni dello stessceilato ( Pena et al., 2006).

| fattori esterni, a differenza di quelli interpipssono essere manipolati allo scopo di
migliorare le caratteristiche funzionali degli sp@tozoi post-congelamento. A
guesto scopo molti ricercatori hanno focalizzataderche nell'individuare dei punti
critici del processo di congelamento-scongelamésmitando di minimizzare i danni
causati alle cellule spermatiche. | fattori chéuahzano e sui quali si puo intervenire

per ottenere materiale seminale congelato di bgoaéta sono:

- la scelta dei crioprotettori;
- l'aggiunta di additivi come gli antiossidanti;
- l'uso di congelatori programmabili;

- l'utilizzo di un buon sistema di stoccaggio.

| crioprotettori sono sostanze a diversa composeichimica che hanno in comune
un’elevata solubilitd in acqua associata ad unasidibd dipendente dalla
concentrazione di utilizzo. Il primo crioprotettanélizzato € stato il glicerolo che e
stato aggiunto accidentalmente ad un medium dizilue degli spermatozoi. Il
glicerolo € altamente solubile in acqua grazie iallerazioni tra i legami idrogeno e
pud penetrare attraverso la membrana plasmaticaa rhassa velocita. Poiché il
glicerolo interferisce con il metabolismo spermatec temperatura ambiente, viene
solitamente aggiunto solo dopo il raffreddaments”@. Una volta che il glicerolo
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viene a contatto con gli altri soluti della soluzodi diluizione abbassa il loro punto
di congelamento. Ad ogni modo, la sola presenzgudsto crioprotettore aumenta la
viscosita della soluzione in seguito a raffreddaimgrortando ad un ritardo sia nella
formazione dei cristalli di ghiaccio che nella v@ta di deidratazione. Oltre al
glicerolo, un’ampia gamma di altri soluti (alcoduyccheri, dioli e ammidi) sono stati
utilizzati allo scopo di testare la loro capaciiacdoprotezione (Fuller, 2004). Gli
spermatozoi di verro hanno reagito in maniera béaaall’azione di queste sostanze.
Mentre gli alcoli e i dioli sembrano indurre il bleing della membrana plasmatica
(ossia la formazione di protrusioni della membranailtilizzo degli zuccheri (ad
esempio saccarosio e trealosio) non sembra apeortigtioramenti significativi alla
percentuale di criosopravvivenza degli spermatompietto al glicerolo (Hu et al.,
2008). D’altra parte, sostituendo il glicerolo ctnammidi (formamide, metil- e
dimetilformamide; acetamide, metil- e dimetilacei@®) sono stati ottenuti risultati
positivi, probabilmente perché 'ammide diffondenmaniera piu efficace attraverso
la membrana plasmatica rispetto al glicerolo, cadsain questo modo un minor
danno osmotico durante lo scongelamento (Bianchal.et2008). Nel tentativo di
migliorare le caratteristiche morfo-funzionali detiellule spermatiche di verro dopo
crioconservazione sono stati aggiunti additivi @edbluzioni di congelamento e di
scongelamento. Tra gli additivi piu testati che @dato i migliori risultati possono
essere annoverate certamente le sostanze antidssidiafatti la membrana
plasmatica degli spermatozoi di verro contiene uangtativo di acidi grassi insaturi
tale da essere particolarmente sensibile all'azipaessidativa dei radicali liberi
dellossigeno prodotti dalla manipolazione del sewhgrante la procedura di
congelamento. Cerolini et al. (2001) hanno osseruat aumento dell’attivita della
superossido dismutasi dopo lo scongelamento dpghnsatozoi di verro indicativa
del tentativo dell’enzima di minimizzare i danni Rdnhdotti mediante la sua attivita
di scavenger dei radicali liberi. Sono state wdie diverse sostanze antiossidanti
durante gli step previsti dalle diverse metodicheahgelamento. Ad esempio Pena

et al. (2003) hanno osservato un miglioramentoadeibtilita e del potenziale di
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membrana mitocondriale post-scongelamento medibmtiézzo di una sostanza
analoga alla Vitamina E (Trolox), mentre Roca et (@005), addizionando la
soluzione di congelamento con la superossido desn{SOD) o con la catalasi
(CAT) o con la combinazione dei due antiossidanénno ottenuto un aumento
significativo della sopravvivenza spermatica pastrgelamento. Un altro fattore
considerato importante per minimizzare gli stressuagli spermatozoi vengono
sottoposti migliorandone le caratteristiche funaioe quindi la capacita fecondante,
e il controllo delle temperature di congelamenta.diminuzione della temperatura
deve essere un processo graduale gestito da appwsgelatori programmabili. Le
velocita di raffreddamento ottimali sono quelle dostanzialmente sono in grado di
diminuire il periodo durante il quale il calore merilasciato dal campione nel corso
dei cambiamenti di fase dell’acqua ( Rodriguez-Maz e Wallgreen, 2010).

Anche ['utilizzo di un sistema di stoccaggio addgua un fattore modificabile che
puo influenzare la criosopravvivenza del seme diovésli spermatozoi di verro sono
stati stoccati in pailletes di plastica di volunwetsi (da 0.25 a 5 ml) (Johnson et al.,
2000), pailletes piatte da 5 ml (Weitze et al., 1)9&li metallo, o contenitori di
plastica (semen bags) di vari tipi e costituziok@ar¢sas e Rodriguez-Martinez
1993). Quest'ultime, denominate “FlatPacks” sonogirado di mantenere una
percentuale di sopravvivenza uguale o addirittusggrore a quella ottenuta con le
pailletes da 0.25 ml, oltre a possedere volumi dnl5che non rende necessario
scongelare diverse paillettes per la fecondazitee'FlatPacks” sono considerate
criobiologicamente convenienti perché molto sodtitiotate di un’ampia superficie in
grado di dissipare il calore durante il raffreddatoee riscaldare in maniera rapida
durante lo scongelamento. Mediante l'utilizzo déldatPacks” sono stati ottenuti
buoni risultati in seguito a fecondazione artifieia(Eriksson et al., 2002).
Recentemente gli spermatozoi di verro sono staigelati ad alte concentrazioni ed
in piccoli volumi in contenitori chiamati “MiniFl&ack” (MFP), contenenti 1-2
miliardi di spermatozoi/ml (Bwanga et al., 1991).deguito all'uso delle MFP non

solo il congelamento é risultato piut omogeneo tispalla paillettes, ma anche la
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criosopravvivenza e la capacita fecondante testataliante I'utilizzo dell'lA

profonda intrauterina (Rodriguez-Martinez e Waligr2010). A tutt’'oggi nhonostante
I miglioramenti apportati alla tecnica di congelanwe degli spermatozoi di verro,
guesta pratica non € riuscita a raggiungere risuli@i da permetterne la

commercializzazione su larga scala.

Conservazione allo stato liquido

L'utilizzo di seme di maiale conservato allo stéitpuido per I' IA € aumentato di
circa tre volte negli ultimi 15 anni ed € ampianeedtffuso in tutta Europa; infatti,
approssimativamente il 99% delle dosi di seme cortiae per I'l|A nel maiale sono
costituite da seme diluito ed utilizzato il giorst@sso 0 conservato a breve termine a
temperature di refrigerazione (15-17°C) (Johnscal.e2000Db). Il maggior vantaggio
dato dall’'uso di seme diluito rispetto a quello gelato consiste nel mantenimento di
una maggiore capacita fecondante. Ma in realtapstante I'ampio utilizzo del seme
conservato allo stato liquido, vari studi hanno emgnte dimostrato come la
conservazione per 12-24 ore del seme porti ad umauazione della fertilita, in
particolare al calo del numero di nati /parto (Wakeet al., 1994a; Christensen et
al., 2004). Di conseguenza, uno degli obiettiviipiportanti nella riproduzione suina
rimane la preservazione della capacita fecondaetdi dpermatozoi conservati allo
stato liquido per diversi giorni. Gli spermatozoirdaiale, a causa della peculiare
composizione della loro membrana plasmatica sontcparmente sensibili ai danni
provocati dallo shock da freddo e dalla diluizigk¢hite, 1993). Per questo motivo,
le tecniche di conservazione del seme suino sontorddferenti rispetto a quelle
utilizzate per il mantenimento del materiale sernamelle altre specie domestiche.
Gli spermatozoi eiaculati vengono diluiti e suceemmente vengono raffreddati fino
a temperature di 15°-16°C.

Watson (1996) ha ipotizzato che lo shock termicgspoessere correlato ad un

cambiamento della composizione lipidica del dopgti@to di membrana capace di
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influenzare la fluidita della membrana plasmatic@uando si verifica un
abbassamento della temperatura, i movimenti lateel fosfolipidi di membrana
sono limitati e possono portare ad una transizaaia fase di fluido a quella di gel.
A causa delle diverse temperature di transizionel péferenti lipidi di membrana
possono verificarsi delle separazioni di fase, saspbili dell’'unione irreversibile di
alcune proteine (De Leeuw et al., 1990). Sicuramelat risposta alle basse
temperature € fortemente collegata alla composezatglla membrana delle cellule;
infatti sono state osservate notevoli differenziecaenbiamenti strutturali indotti dal
freddo nella membrana spermatica bovina e in ggell@a. Sebbene la composizione
in acidi grassi dei fosfolipidi determini il comgamento nei cambiamenti di fase, e
riduttivo stimare la stabilita delle membrane degglermatozoi di maiale sulla base
della diversa composizione fosfolipidica. Un altfattore che influenza Il
comportamento termotropico delle membrane e lagnéwale di colesterolo. Negli
spermatozoi di maiale il rapporto colesterolo/ &lipidi € molto basso e |l
colesterolo ha una distribuzione asimmetrica, eksqumesente maggiormente nello
strato esterno piuttosto che in quello interno adeflembrana plasmatica; questa
differenza di distribuzione rende lo strato inteqparticolarmente vulnerabile allo
shock termico. La conseguente riorganizzazioneedaibteine di membrana indotta
dal freddo, sebbene parzialmente reversibile, mfldienzare la funzionalita della
membrana aumentandone la permeabilita, riducendttivita enzimatica e la
diffusione controllata dei processi di membranae (2euw et al., 1990). Anche la
diluizione del seme in seguito a prelievo costdaisuno step critico che puod
influenzare la capacita fecondante del seme sliedeorie finora addotte non sono
state in grado di spiegare in maniera ben defili&dfetto diluizione”; Watson
(1995) ha ipotizzato che i danni provocati alldudel spermatiche dall’aggiunta del
diluitore siano in realta causati dalla perdita @dimponenti extracellulari e
dall’eccessiva diluizione degli agenti protettiviepenti nel plasma seminale.
L’'aggiunta del diluitore provoca infatti una paileiadiluizione dei componenti

presenti nel plasma seminale in grado di protegteereembrane plasmatiche degli
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spermatozoi durante la conservazione inficiandonecahseguenza la capacita
fecondante (Kommisrud et al., 2002). Nel plasmaisal® infatti sono presenti
sostanze proteiche stimolanti la motilita (Harrisiral., 1982), sostanze con azione
antiossidante (Strzezek, 2002) e fattori decapacithe prevengono una prematura
reazione acrosomiale (Fraser et al., 1990; Rolkatrisl., 2003). Il peggioramento
delle caratteristiche morfo-funzionali che gli spatozoi di suino subiscono in
seguito a diluizione pud pero essere in parte @vitantrollando la temperatura, la
composizione del medium utilizzato ed anche il oapp di diluizione seme:
diluitore. Althouse e collaboratori (1998) hannandstrato che la temperatura critica
per il seme di maiale € 12°C. Oggi, durante le gdoce di manipolazione del seme,
le condizioni di conservazione vengono costanteeneontrollate e la temperatura
non raggiunge valori al di sotto dei 16-17°C. Ua#o di temperature di
conservazione cosi alte, rispetto a quelle utitezeelle altre specie domestiche, da
una parte evita i danni responsabili del calo delfezionalita cellulare, ma dall’altra
impedisce la riduzione completa dell’attivita meilda e la completa inibizione
della crescita microbica.

Il preriscaldamento del diluitore aumenta i costilavoro nei centri di IA, ma non &
stato ancora del tutto chiarito se questa pratdaaabenefici evidenti sulla qualita
del seme (Petrunkina et al., 2005; Waberski et2808). Pursel e coautori (1972)
hanno dimostrato che I'acclimatamento a 30°C pegrde ore in seguito a diluizione
riduce i danni a livello degli spermatozoi conséiraal7°C, mentre Petrunkina et al.
(2005) hanno evidenziato un effetto negativo detlfiamatamento a 32°C.

| medium di diluizione utilizzati per la manipolane del seme di suino possono
essere classificati in diluitoshort-terme long-term; la differenza tra questi due tipi
di medium consiste nella capacita dei diluitmmg-term di mantenere la capacita
fecondante degli spermatozoi per un periodo di tempggiore.

Tutti i diluitori sono formulati per aumentare lapacita di conservazione fornendo
agli spermatozoi una fonte energetica (glucosi@)j basici per mantenere un

adeguato equilibrio osmotico e antibiotici per irebla crescita batterica (Kuster e
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Althouse, 1999); inoltre devono possedere deterimiedori di pH, osmolarita e
determinati tipi di ioni. Il pH del seme di suinppena eiaculato variatra7.2e 7.5 e
sotto questo valore la motilita e il metabolismdladeellula spermatica vengono
gradualmente ridotti. | diluitotong-termcontengono tamponi zwitterionici organici
come il TES e 'HEPES (Crabo et al., 1972; Weit¥890) che catturano i metalli
pesanti e controllano il pH. La forza ionica ddudnte invece non sembra essere di
primaria importanza nei medium utilizzati per gpesmatozoi di maiale dove
I'osmolalita viene mantenuta da componenti nondpriome il glucosio. Le cellule
spermatiche di suino tollerano un range relativamampio di osmolarita che va dai
240 ai 380 mosM, ma sembra che i medium isotoni¢eggermente ipertonici
mantengano piu efficacemente la capacita feconddegé spermatozoi rispetto ai
diluenti ipertonici (Weitze, 1990). Alcuni diluitodong-term (Androhep diluent,
Zorlesco) contengono albumina sierica bovina (B8Ag stimola la motilita degli
spermatozoi durante la conservazione (Waberski.,e1289) e migliora la fertilita
nel seme conservato per 3-5 giorni (Waberski ett8P4a). Normalmente il rapporto
seme-diluitore non deve essere superiore a 1:10.

| cambiamenti strutturali e funzionali degli spetomi connessi alla conservazione
allo stato liquido possono essere imputati, oline @llo shock da freddo e alla
diluizione, anche ad un naturale processo di invaocento determinato dalle
condizioni e dalla durata della conservazione. \echiamento degli spermatozoi
avviene durante la conservazianevitro e dopo l'inseminaziona vivo quando la
popolazione di spermatozoi fertili aspetta I'oocdalivello della giunzione utero
tubarica e della porzione caudale dell’istmo dell’oviduttspérm reservoir). |
cambiamenti collegati al processo di invecchiamgrussono riguardare i differenti
compartimenti dello spermatozoo, come i mitocondriflagello, I'acrosoma, la
membrana plasmatica e il DNA. Un’'importante spiai d#anni correlati
all'invecchiamento degli spermatozoi durante lasswmazione € la modificazione
della permeabilita di membrana che é possibileendthre mediante un incremento

dell’entrata di coloranti fluorescenti non permdiabll'interno delle cellule. Oltre
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allazione dannosa dei fattori legati alla conselmae a temperature di
refrigerazione, la capacita fecondante del semeosaifortemente influenzata dal
fattore individuale. Le variazioni individuali sondeterminate dalla diversa
composizione chimica degli eiaculati, dalla quaditéa quantita del plasma seminale
ma probabilmente anche dalle differenti proprietiinseche della membrana degli
spermatozoi connesse significativamente alla soaidnalita (Gadella et al., 1999).
A causa dei danni subiti dalle cellule spermatidhrante la conservazione che vanno
ad inficiarne la funzionalita e di conseguenzadpacita di fecondare I'oocita, prima
di utilizzare il seme refrigerato e necessariodanna valutazione basata su parametri
morfo-funzionali.

A tutt’oggi la motilita e il parametro qualitativahe viene piu comunemente valutato
associandolo alla fertilita in seguito alla consaigne. Infatti un calo della motilita
solitamente & un indicatore della compromissionéatiéevita metabolica anche se
non implica necessariamente il danneggiamento dedl@mbrana plasmatica.

Molti autori hanno confermato un calo della maiilitlegli spermatozoi di suino
proporzionale al tempo di conservazione. Kumaretal. (2009) e Gaczarzewicz et
al. (2010) hanno registrato un decremento significadella percentuale di cellule
motili gia dopo 24 h di conservazione; questa ftass sembra acuirsi allaumentare
delle ore di conservazione. De Ambrogi e collabmia(2006a), utilizzando vari
medium di diluizione, hanno invece evidenziato dimainuzione significativa della
motilita degli spermatozoi di maiale solo dopo T2efrigerazione a 17°C.

Anche la valutazione della vitalita delle cellulpesmatiche viene normalmente
considerata come un dato predittivo della loro capdecondante. Gaczarzewicz e
collaboratori (2010) hanno evidenziato, in segaittutilizzo di test diversi, un calo
significativo della vitalita degli spermatozoi cemgati a 17°C a partire dal terzo
giorno di conservazione. Cerolini et al. (2000) mamegistrato una diminuzione
significativa della percentuale di cellule sperriagi vive a partire dal secondo giorno
di incubazione. Il danno di membrana puo tradursilanperdita dell'integrita

acrosomiale, partendo dal presupposto che durdnperiodo di conservazione
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I'acrosoma €& uno degli organelli piu sensibili aglkulti. Molti autori hanno infatti
dimostrato una progressiva diminuzione tempo-dipate della percentuale di
spermatozoi con acrosoma Iintatto durante la coazmmwe del seme suino
(Kommisrud et al.,, 2002; De Ambrogi et al., 200&88aberski et al., 2006). La
riduzione della percentuale di cellule con acrosamtatto puo essere causata, non
solo dall’azione meccanica di danneggiamento di brama, ma anche dalle
modificazioni dell’architettura della membrana dabdagli spermatozoi durante la
refrigerazione, che possono essere responsabilia debnseguente reazione
acrosomiale (Vishwanath e Shannon, 1997).

Poiché la conservazione allo stato liquido infleisnegativamente prima sulla
funzionalita degli spermatozoi compromettendo $olan secondo tempo l'integrita
della membrana plasmatica, € logico che le metedinhgrado di rilevare i danni
subletali siano piu sensibili rispetto ai test imgati per valutare l'integrita di
membrana (Holt e Van Look 2004; Gillan et al., 206®trunkina et al., 2007;
Rodriguez-Martinez e Barth 2007). Abbiamo gia vistome gli spermatozoi
sottoposti all’'azione congiunta degli stress leg#la conservazione rispondano con
un’alterazione della struttura della membrana p&gma. Diversi autori hanno
ipotizzato e successivamente dimostrato come alcdiede modificazioni
caratteristiche degli spermatozoi durante la cos@one siano paragonabili alle
alterazioni subite dalle cellule spermatiche natttr genitale femminile ascrivibili al
fisiologico processo di capacitazione; questi camignti, classificati come simil
capacitativi, in realta sono responsabili dellauzione della capacita fecondante
riscontrata nel seme conservato nonostante il manénto di percentuali accettabili
di vitalita e motilita progressiva. La capacitazotonsiste in una serie di eventi che
implica numerosi cambiamenti fisiologici come l&ihzione della fluidita di
membrana (Harrison, 1996), 'aumento della coneamne ionica intracellulare
(Adeoya-Osiguwa and Fraser, 1993) e l'upregulatia®i pathway intracellulari
(Kalab et al., 1998).
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La comparsa di queste modificazioni durante iliquer di conservazione e stata
valutata da molti ricercatori mediante I'utilizzordetodiche che sfruttano i differenti
markers di capacitazione: la variazione dell’atfindella membrana per il Ca++
evidenziata mediante la colorazione fluorescent& Gdlorotetraciclina) (Conejo-
Nava et al., 2003; Dubé et al.,, 2004), la modificag della fosforilazione delle
proteine in tirosina (Dubé et al., 2004), i cambeatn della fluidita di membrana
mediante merocianina (MC) 540 e Annexina V (Watadaoet al., 2004). Questi
studi hanno dato risultati contrastanti soprattudtecausa dell’utilizzo di diverse
temperature di conservazione e di diversi diluitoMentre Dubé e collaboratori
(2004) hanno evidenziato un aumento della percentdiaspermatozoi capacitati
durante la conservazione a 17°C utilizzando lareaione CTC, 'aumento della
fluorescenza della MC540, tipica delle membraneacagte, non € stata registrata da
Waterhouse et al. (2004). Durante la conservazadinestato liquido gli spermatozoi
di maiale a causa del loro alto contenuto in agi@dissi insaturi nei fosfolipidi di
membrana, sono molto sensibili al danno provocatta doerossidazione lipidica.
L’eccessiva formazione di radicali dell'ossigend)®), che rappresentano i prodotti
derivanti dalle reazioni di perossidazione deidipi sono stati associati con la
diminuzione della funzionalita spermatica durardecbnservazione (Chattejee e
Gagnon, 2001). Il meccanismo attraverso il qua®R influenzano negativamente
la funzionalita dello spermatozoo & multifattoriale stato ipotizzato che i ROS
causino un rapido crollo della concentrazione ceHalare di ATP che precede la
completa perdita di motilita da parte delle cellsigermatiche (De Lamirande e
Gagnon, 1992). L'aumento della formazione dei radidell’'ossigeno durante la
conservazione allo stato liquido € stata dimostdatasuthrie et al. (2008) mediante
I'utilizzo del colorante lipofilo BODIPY, mentre h2009 Kumaresan e collaboratori
(2009) hanno registrato un aumento della formazainmalonaldeide indicativo di
un aumento della perossidazione lipidica. Glisstngrovocati dalla diluizione e dalla
conservazione sembrano indurre meccanismi simip@apici. L’'apoptosi € un

fenomeno complesso che negli spermatozoi si mdaifesn I' abbassamento del
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potenziale mitocondriale transmembrana (Guthrieakt 2008), con il crollo
dell’attivita mitocondriale (Fraser et al., 2002¢@ modificazioni della permeabilita
di membrana (Trzcinska et al., 2011). Kumaresapagitori (2009) hanno dimostrato
come durante la conservazione sia evidente siaalandel potenziale mitocondriale
transmembrana, che un aumento della permeabiliidedibrana. Solo recentemente
alcuni autori hanno iniziato a considerare l'intégdel DNA degli spermatozoi un
parametro idoneo alla valutazione qualitativa degdculati. Per quanto riguarda gli
spermatozoi di suino é stato evidenziato un aumgrgressivo della percentuale di
cellule con DNA danneggiato durante la conservazi@fraser e Strzezek, 2004;
Boe-Hansen et al., 2008) che si manifesta condazione della percentuale di

gravidanze ottenute ma anche del numero dei sujpaetb.

Incapsulazione degli spermatozoi

Negli ultimi anni sono state sviluppate diversentdogie per I'incapsulamento di
cellule vive, animali o vegetali, con lo scopo dirgntire all'interno della capsula
I'ambiente fisiologico adatto alla loro sopravvizen Possiamo classificare le capsule
in tre categorie: impermeabili, semipermeabili ornpeabili, caratterizzate da
differenti proprieta che ne stabiliscono il diverdodizzo.

Il rilascio del contenuto delle capsule puo avvenir un periodo di tempo piu o
meno lungo ed il meccanismo coinvolto puo essedissolvimento, I'erosione, la
rottura o la digestione enzimatica della capsula.

Solitamente nelle biotecnologie mediche vengonolizetite le membrane
semipermeabili essendo barriere selettive che ctmse il passaggio delle sostanze
essenziali alla sopravvivenza delle cellule quatisdigeno e i nutrienti, ed
impediscono contemporaneamente la penetrazion®léicole le cui dimensioni non
ne permettono il passaggio attraverso i canali eimbrana. Per scegliere la giusta
tipologia di capsula bisogna innanzitutto considefa biocompatibilita del materiale

che si vuole utilizzare con le cellule ed i tessetl inoltre fare in modo di ottenere
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membrane con caratteristiche di permeabilita idpali le cellule che si pongono
all'interno della capsula stessa.

Lo sviluppo di questa tecnologia € stato incentivdalla necessita di trapiantare
cellule in un organismo vivente in maniera tale mantenere lintegrita e la
funzionalita cellulare e contemporaneamente evi@gmministrazione di farmaci
Immunosoppressori. Per riassumere l'intera pro@dossiamo schematicamente
dividere le tecniche di incapsulamento in due fastla prima fase si ottengono
gocce contenenti le cellule in soluzione acquosdlanseconda invece si ha la
formazione delle membrane semipermeabili medianéereazione interfacciale.

[l principio di incapsulazione fu descritto perdama volta da Chang nel 1957 e si
basava sostanzialmente sull’'utilizzo di due metddorimo basato sull'impiego di
un’emulsione acqua/olio, alla quale viene aggiwnta soluzione di nitrocellulosa
che precipita all’interfaccia dell’emulsione forntkin una membrana attorno alla
goccia di fase acquosa. Il secondo metodo conemsitedeposito di uno strato di
soluzione polimerica di nitrocellulosa sulla supmef di un liquido organico
(paraffina liguida) a formare due strati; una smoe acquosa, contenente |l
materiale biologico, & gocciolata sulla superfided polimero, il quale si deposita
attorno alla goccia e solidifica passando nellee fasganica di paraffina liquida
sottostante e formando una membrana di nitrocaldulattorno al nucleo acquoso
(Chang, 1998).

Negli anni successivi sono stati sviluppati numenestodi di microincapsulazione in
laboratori indipendenti seguendo gli studi fatti@aang. Lim e Sun (1980) furono i
primi ad utilizzare l'alginato per I'incapsulazignguesti ricercatori impiegarono il
biopolimero per incapsulare le isole di Langerhgm&venendo in questo modo
I'evenienza di rigetto in seguito al trapianto dilgle pancreatiche in topi affetti da

diabete di tipo I.

Gli alginati sono una famiglia di polisaccaridi amici lineari, non ramificati, ottenuti

dalle alghe brunePhaeophyta e si trovano sia all’esterno che all’interno dell
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cellule vegetali. Questi polimeri sono costituitia dmonomeri di acido
B-D-mannuronico (M) eo-L-guluronico (G) legati in posizione 1-4’ e dispioa
blocchi omopolimerici (GGG o MMM) o eteropolimeri@MGM). L’alginato e un
polimero biocompatibile e biodegradabile che mimanatrice extracellulare e che
supporta l'attivita e il metabolismo delle celll8eorge e Abraham, 2006). Queste
caratteristiche hanno reso l'alginato il polimetieale per la preparazione di capsule
da utilizzare nelle culture tridimensionali di céd mesenchimali (Ghidoni et al.,
2008).

Il processo di incapsulazione ha suscitato interasghe in campo riproduttivo.
L’incapsulazione degli spermatozoi e stata esequetala prima volta nella specie
bovina da Nebel e collaboratori nel 1985. L'eiatuldopo essere stato diluito in una
soluzione fisiologica di alginato di sodio, € stgtxciolato, mediante I'impiego di un
ago, in una soluzione acquosa di Ga@hmediatamente dopo il contatto, lo ione
bivalente diffonde e reagisce con l'alginato chidgieca creando una matrice di gel
contenente gli spermatozoi. Una volta ottenuteal@esale queste vengono sospese in
una soluzione fisiologica contenente poli-L-lisiclae forma, per polimerizzazione
interfacciale, una membrana semipermeabile att@naucleo. Per sciogliere la
matrice di alginato contenuta nel nucleo bisogr@actare una soluzione isotonica di
citrato di sodio capace di chelare il calcio (Nedtehl., 1985).

L’'impiego delle capsule nellinseminazione artifil@ ha garantito il mantenimento di
elevate concentrazioni di spermatozoi nell'uterdleddoovine durante I'estro,
permettendo in questo modo un aumento della ter@idelle gravidanze (Nebel et
al., 1996). L'utilizzo delle capsule ha inoltre peevato gli spermatozoi dalla
fagocitosi e prevenuto il reflusso di materiale senie dalla cervice mediante
bioadesione all’'endometrio (Nebel et al., 1993).

Nel 1989 Van Blerkom ha incapsulato seme bovinoieggndo un polimero non
tossico (poliuretano-polietere) capace di liquefaala temperatura corporea e
gelificarsi alla temperatura di conservazione. P#enere queste capsule gli

spermatozoi sono stati risospesi in una soluziapeda del polimero a 37°C, versati
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in appositi stampi e quindi sottoposti a raffreddato fino alla temperatura di
gelificazione del polimero. In questa tecnologiacdapsulazione € molto importante
valutare la concentrazione del polimero, infathawolta che le capsule vengono
trasferite nel tratto riproduttivo femminile, deessere garantita la dissoluzione del
gel e la liberazione degli spermatozoi.

Nebel e Saacke (1996) impiegando la stessa tedaaltitjzzata da Nebel nel 1985
per incapsulare gli spermatozoi di bovino, hannstoviche le cellule spermatiche
erano in grado di mantenere la vitalita per un t@m@n superiore alle 16 ore a causa
della loro sensibilita all'ossigeno, alla diluizemrd alla pressione (Nebel e Saacke,
1996). Per diminuire lo stress subito dagli speoxait Torre e collaboratori hanno
messo a punto (1998), una tecnologia di incapsutazione-step”™ all'eiaculato
vengono aggiunti cloruro di calcio e idrossipromtittellulosa e la sospensione cosi
ottenuta viene estrusa, mediante aghi, in una oslezacquosa di alginato di sodio. II
calcio contenuto nella goccia diffonde nella saunz di alginato e, reagendo con
guesto, forma una membrana di gel attorno al nueeguoso contenente gli
spermatozoi (Torre et al., 1998) (Fig. 1).

Grazie allo sviluppo di questa tecnica, il semen@uiesce a mantenere un tempo di
sopravvivenza di 100 ore. La motilita del seme ltdsleggermente ridotta rispetto
agli spermatozoi non incapsulati; tale fenomenora@bgbilmente provocato dalla
presenza dei residui di alginato in grado di “ippralare” gli spermatozoi. Il valore di
motilita € comunque accettabile se si considersefsibilita del seme suino. Esiste
una correlazione tra il peso e il volume delle aép® la concentrazione di CaCl
utilizzata: 'aumento della concentrazione di aalprovoca l'incremento del peso e
del volume delle capsule (Torre et al., 2000) éimainuzione del diametro del nucleo
(Villani et al., 2008).
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Membrana di gel di alginato di calcio

Soluzione di alginato di sodio

Spermatozoi in sospensione

(a) (b) (c)

Fig. 1. Immagine rappresentativa del processo di foramedelle capsule di alginato di calcio:
diffusione degli ioni calcio all’esterno della gagch) reazione tra ioni bario e alginato di sodig
formazione della membrana di gel di alginato dcicahttorno al nucleo contente la sospensior

spermatozo (Tratto da Torre et al., 1998, modifice

Poiché il calcio favoriscka capacitazione del seme suino, si puo suppoeaabstc
metodo d’incapsulazione possa comprometta capacitadel seme incapsulato
fecondare I'ovocita. Vigo e collaborat((2002a), considerando la capacita dello i
bario di inibire la precoce capacitazione e proaregla vitalita del seme, han
dimostrato come il bario cloruro possa essere iggiee come agente gelificante |
processo d’incapsulazione al posdel calco cloruro. Il BaC,, reagendo con
I'alginato conferisce al gel una maggior resister@ermettendo cosi di utilizza
anche concentrazioni piu ba rispetto a quelle utilizzate con Ci e di ridurre lo
stress chimico sul seme.

L’'impiego di queste capse favorisce l'integrita acrosomiale che viene manta
piu a lungo rispetto al seme refrigerato. A dimaatrne della miglior conservazio
del seme incapsulato Faustini et al. (2004) hannmstrato una maggiore attivi
enzimatica intracellulare ditocromo ossidasi, lattato deidrogenasi e glu«-6P-

deidrogenasi negli spermatozoi incapsulati rispatpielli refrigerat
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Con questo metodo d’'incapsulazione e possibil@etteun altro tipo di capsule dette
“cross-linked; trattando le capsule di alginato di bario conausoluzione di
protamina solfato all’l% (p/v), quest'ultima €& capadi creare una reticolazione
irreversibile sulla superficie esterna delle capsiigo et al., 2002b). Le capsule
“cross-linked da una parte mantengono l'integrita acrosomiaglidspermatozoi ma
dall’altra determinano un minor rilascio di maté&isseminale rispetto alle altre
capsule (Torre et al., 2002b).

Nel 2003 Chou e Wang hanno incapsulato seme sainmisistema ottenuto per
polimerizzazione di gocce di alginato di calcio.hassa a punto di questa metodica
ha permesso di modulare lo spessore della memiiiagel e quindi di regolare la
guantita di seme che viene liberata nel tempo.

Herrler et al., nel 2006, hanno valutato il comporénto del seme umano in
microcapsule di alginato di calcio sottoposte aoaonservazione: dopo lo
scongelamento gli spermatozoi hanno mostrato uraéde vitalita ma una bassa
motilitd. Nonostante i bassi valori di motilita, epili spermatozoi possono essere
utilizzati nella fecondazionen vitro mediante iniezione intracitoplasmatica di una
sola cellula spermatica nella cellula uovo. Il 830 ottenuto da questo gruppo di
ricerca potrebbe risultare di estrema importanzarigelvere patologie umane che
causano infertilita permettendo, al contempo, laseovazione di piccole quantita di
spermatozoi isolati in seguito a biopsia dell’eginio o del testicolo.

Nella specie suina la capacita fecondante deglrnsezoi incapsulati € stata
valutata da Faustini et al. (2008), che, insemipama gruppo di scrofe di controllo
con trattamento convenzionale ed un secondo grumuo un unico trattamento
eseguito utilizzando capsule contenenti al mas&maliardi di spermatozoi, hanno
ottenuto un numero sovrapponibile di fecondaziansaite e di suinetti nati vivi;
guesto esperimento ha dimostrato come con un’usaaministrazione di seme
contenuto in capsule a rilascio prolungato si pasts@nere una buona efficienza

riproduttiva. La valutazione e il conseguente imgpiedi diversi diluitori,

27



eventualmente con composizione chimica modificatetituisce una possibilita di
sviluppo di questa tecnologia (Vigo et al., 2002b).

Il seme suino incapsulato e stato inoltre impiegmomigliorare la fertilizzazionia
vitro degli ooociti riducendo la frequenza della polspi@, che € da sempre |l
principale problema di questa tecnologia. A qugstaposito € stato ipotizzato da
Faustini et al. (2010) che la conservazione delesalfinterno delle capsule sia in
grado di determinare un minor danno della membmasmatica degli spermatozoi
preservando l'integrita dei ligandi specifici paecettori presenti sull’oocita e quindi

favorendo la corretta interazione tra i due gameti.

SESSAGGIO DEGLI SPERMATOZOI

La possibilita di predeterminare il sesso rappresda sempre uno degli obiettivi piu
ambiziosi ed importanti delle biotecnologie appkcalla riproduzione. Tuttavia,
sebbene negli ultimi 20-30 anni il progresso deiletecnologie riproduttive abbia
raggiunto livelli tali da consentire di riprodunrevitro tutte le fasi che caratterizzano
il fisiologico processo di fecondazione, la pred®ieazione del sesso non puo
ancora essere classificata tra gli obiettivi pieaat® raggiunti dallo sviluppo
tecnologico. L’applicazione del sessaggio negéamenti di animali in produzione
zootecnica offre notevoli vantaggi economici. llsse dell’animale, oltre alle
produzioni di genere (latte), influenza in modo sisetente tutti i parametri produttivi,
dagli incrementi ponderali, agli indici di conveme degli alimenti, alle
caratteristiche delle carcasse. Nella specie boaraoduzione di animali di sesso
predeterminato riveste una notevole importanza r@l’industria del latte che
nell'industria della carne. Infatti, la produziowe individui di sesso femminile di
sicuro valore genetico porterebbe notevoli vantagggli allevamenti di vacche da
latte, mentre la preselezione di animali di sesasamnile metterebbe a disposizione
dell’allevatore carcasse con caratteristiche migper la produzione di carne. Anche

nel caso del cavallo sportivo, la predeterminaziale® sesso rappresenta uno
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strumento di enorme rilevanza potenziale. Al diéaprogrammi di riproduzione, per
cui valgono le considerazioni precedentemente,ftgossibilita di indirizzare la
riproduzione verso un sesso o l'altro avrebbe apssioni per quanto riguarda le

performance sportive degli animali, anche in rafgpale diverse specialita.

La possibilita di predeterminare il sesso rivestaulteriore interesse per le potenziali
applicazioni nella lotta per salvaguardare spegimali in via di estinzione. Infatti,
dove si puo contare solo su di un numero ridotteadjgetti, un corretto programma

di ripopolamento necessita di un rapporto mascahitiee ottimale.

La preselezione di progenie di sesso prestabilioepbe rivestire un ruolo chiave
anche nel miglioramento della gestione riproduttiveella specie suina.
L’applicazione di queste tecnologie potrebbe rikgleolto utile per la produzione di
linee femminili all'interno del nucleo riproduttivolnoltre se la produzione di
individui di sesso femminile attraverso la preselee fosse attuabile in maniera
efficiente, si potrebbe rinunciare all’'utilizzo Gelcastrazione dei suinetti maschi
come tecnica per prevenire il cosiddetto “ odoreveliro” dato dall’accumulo di
feromoni maschili che rendono la carne del maiagsahio adulto non edibile. |l
raggiungimento di questo obiettivo rivestirebbe ugeandissima importanza
soprattutto in Italia, paese in cui € molto diffisdlevamento del suino pesante che
viene macellato al raggiungimento dei 150-160 kgyuendi in piena maturita
sessuale. La possibilita di predeterminare il sessosi escludono le tecniche
considerate ormai obsolete, si basa attualmentedumi possibili approcci. La
determinazione del sesso mediante PCR su blastonmeossi da embrioni
preimpianto o la separazione degli spermatozoi ammosoma X da quelli con

cromosoma Y mediante citofluorimetria.

La valutazione degli embrioni preimpianto rapprégeun approccio che, anche se
tecnicamente possibile e per il quale esiste umocerercato nei programmi di
trapianto embrionale, presenta problematiche dddoohe coinvolgono sia la sfera
etica, quando l'embrione dal sesso indesideratmevieliminato, sia quella
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economica, derivante dagli elevati costi connessila pratica di superovulazione, il
prelievo degli embrioni (effettuato chirurgicamemtel maiale), I'esecuzione della
biopsia embrionale ed il successivo trapianto eomade. La possibilita di

predeterminare il sesso della progenie mediantaraejpne degli spermatozoi X e Y
permetterebbe il superamento di tutte queste prwiiehe. La separazione degli
spermatozoi aventi cromosoma maschile da quelliccomosoma femminile si basa
sul diverso quantitativo di DNA contenuto nel nuclspermatico. La prima
convincente e documentata differenza tra i cromosom Y degli spermatozoi dei

mammiferi fu ottenuta da Barlow e Vosa nel 197Gi @sostrarono una differente
capacita di assorbimento di uno specifico coloragainacrina) da parte dei
cromosomi sessuali umani.

Solo nel 1979 fu ipotizzato un possibile utilizzelld quantita di DNA come

parametro per differenziare i cromosomi sessualimbdo che gli spermatozoi X
potessero essere separati dagli spermatozoi Y ka#la del maggior contenuto di
DNA del cromosoma femminile (Moruzzi, 1979). |l saggio degli spermatozoi si
basa sull'utilizzo della citometria a flusso asataia specifici metodi di colorazione
del DNA che hanno permesso l'identificazione e duia separazione delle cellule

con diverso contenuto di acido dessossiribonucl@tookel et al.,1982).

Per la colorazione del DNA di spermatozoi sona $tatati vari coloranti ma l'unico
che permette la quantificazione citofluorimetrica dontenuto di DNA é I'Hoechst
33342 (Ho 33342). Il bisbenzimidazolo Hoechst 3382’-(4-ethoxyfenolo)-5-(4-
metil-l-piperazinolo)-2”,5”-bi-IH-benzimidazolo 3 ) € un colorante che penetra le
membrane cellulari e colora selettivamente le pgataasi A-T lungo il solco minore
del DNA. Il legame tra il DNA e I'Ho 33342 e stahitato da legami idrogeno, forze
di Van der Walls e interazioni elettrostatiche. b’d3342 potrebbe essere tossico ad
alte dosi e per tale ragione esso deve essere pgatentemente (Seidel e Garner,
2002); infatti sono state descritte mutazioni inllute in attiva mitosi dopo
I'esposizione all’'Ho 33342 (Maxwell et al., 2004).
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Tuttavia la nascita di milioni di bovini ma ancheaiali, cavalli, pecore, conigli,
delfini e altri mammiferi senza un aumento dellidenza di problemi
fenotipicamente rilevabili rappresenta una chiardicazione della scarsa tossicita
dell'Ho 33342 sullo spermatozoo.

Le cellule morte o moribonde dopo colorazione com BB342 possono essere
identificate aggiungendo un colorante alimentdreed food dye (FD & C40), che e
in grado di evitare gli effetti potenzialemente aggni dello ioduro di propidio
utilizzato un tempo. Questo colorante alimentanscegattenuando la fluorescenza
dell’Ho 33342 dopo essere penetrato negli sperratmn la membrana danneggiata
(Seidel e Garner, 2002). L’efficacia della sepaaei degli spermatozoi mediante
citofluorimetro si basa sia sulla differenza di womto di DNA tra il cromosoma X e
Y che sulla forma della testa dello spermatozoo.nv@ozionalmente, una
separazione caratterizzata da elevati livelli diegaa al citofluorimetro puo essere

ottenuta solo quando il contenuto di DNA differigze del 3,5% (Johnson, 2000).

La maggior parte dei mammiferi domestici € carettata da spermatozoi con testa
ovale e appiattita che tendono a essere piu faotenarientati rispetto al raggio laser
dello sperm sorter rispetto a quei gameti cheipdego delle teste con forma piu

irregolare e rotonde.

Il sessaggio degli spermatozoi sulla base del ocombe di DNA viene quindi
effettuato mediante lo sperm sorter, il quale ipooa gli aspetti analitici della
citometria a flusso con la capacita di sortaggadhf$on e Pinkel, 1986). Il cell-sorter
adeguatamente modificato per poter lavorare comsggrmatozoi fu sviluppato nel
1970 (Johnson et al., 2005).

Mentre la Tecnologia di Sessaggio degli SpermatdizBieltsville & stata realizzata e

sviluppata solo a partire dalla fine degli anni {86hnson, 1991).

Gli sperm sorter rientrano in due categorie:
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- quelli di prima generazione o i sistemi standarlbaie dove i campioni sono
sortati sotto una pressione di 0,84 Kgfcenpossono essere sortati circa 350000
spermatozoi/h;

- quelli di seconda generazione o cell-sorter ad \adfacita (sul mercato dal
1996) che trattano il campione a pressioni da &§&nt a 4,22 Kg/crh (Johnson,
2000). Questo sistema di sortaggio modificato fiespggermatozoi pud produrre 8-10
milioni di spermatozoi X e Y all’ora (Johnson et @005).

Il sistema ad alta velocita permette di seleziorareellule a una pressione e una
velocita piu alta, fino a 40000 eventi/sec, rigpett sistema a velocita standard che

puo solo raggiungere un massimo di 10000 eventi/sec

Lo sperm sorter € composto da un’area nella qualeevintrodotto il campione, da
un laser ultravioletto, da un’area di sortaggio,ugiacongegno per il controllo della
pressione, da una torre elettronica per modific@gametri durante il sortaggio e da
un computer per I'elaborazione dei dati. All'imerdell’area di sortaggio si trovano
un Cytonozzle con una punta orientante e due fatgrhoatori, uno a 180° rispetto
al raggio del laser (forward) ed uno a 90° (sid&g@mpre all'interno dell’area di
sortaggio esiste un sistema che blocca I'eventiuedguscita di luce incidente del

laser proteggendo cosi I'operatore (Seidel e Gay@962).

Il “cuore” del sorter € quindi rappresentato diaizp-nozzle che e conformato come
un imbuto all’interno del quale viene immesso leeahfluid, liquido diverso a
seconda della specie che dovra proteggere gli spierami durante le fasi successive
della procedura. Centralmente al flusso di shedd fthe si viene a formare vengono
iniettati gli spermatozoi testa-coda; quindi il gk che fuoriesce dal nozzle sara
costituito al centro dagli spermatozoi e da unsasoirguaina esterna di sheat fluid. Il
laser colpisce gli spermatozoi alla loro fuoris@td nozzle e la fluorescenza emessa
verra rilevata dai due fotomoltiplicatori: quell®@° (side) e quello a 180° (forward),
cioe nella direzione del raggio del laser. L’ irdgiéh della fluorescenza emessa e
minore sulla faccia appiattita che deve essere dguiren orientata rispetto il

fotomoltiplicatore forward, cioé nella direzione deggio del laser.
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Un orientamento adeguato della faccia piatta dgllermatozoo permette un’accurata
discriminazione della fluorescenza emessa daglnsg®zoi X e Y, quindi solo gli
spermatozoi ben orientati potranno essere soflattecondo fotomoltiplicatore,
guello a 90° rispetto al raggio del laser, e wdio per valutare I'adeguato
orientamento degli spermatozoi. Il segnale fluogage sara piu alto quando gli
spermatozoi sono orientati in modo di avere il lomargine verso |l
fotomoltiplicatore a 90°. Quindi, solo questi spatoroi che emetteranno un picco di
fluorescenza a 90° sono considerati adeguatameietgaii e avranno la loro faccia
piatta verso il fotomoltiplicatore forward. Una teol misurata l'intensita della
fluorescenza dai fotomoltiplicatori, il piezo-nogalibrando spezza il flusso in tante
goccioline. Se uno spermatozoo viene riconosciutomec  spermatozoo X
adeguatamente orientato, la goccia che lo contven& caricata negativamente, la
goccia contenente gli spermatozoi Y ben orientath snvece caricata positivamente.
Quando queste gocce passano attraverso un cantpiiceldi 3000 volt vengono
attirate verso la piastra di segno opposto. Si bisi ta deflezione delle gocce
contenenti gli spermatozoi X e Y in due tubi digelta separati. Gli spermatozoi
morti che presentano un calo della fluorescenzavigme smorzata dal FD&C40 e gli
spermatozoi non adeguatamente orientati si trovangocce che non vengono
caricate elettricamente e quindi finiscono perpesidrmente in una raccolta degli

spermatozoi di scarto.

Il sessaggio di tutti gli spermatozoi non umaninéesffettuato grazie a high speed
sperm sorter (MoFlo, Dako Cytomation), equipaggiatn argon laser, due

fotomoltiplicatori e da uno speciale kit orientam@dificato da Rens et al. (1998-
1999). Gli sperm-sorter di ultima generazione siadyono non piu di argon laser ma
di laser a stato solido che permettono una notewdlzione del rumore di fondo ed

una piu facile identificazione dagli spermatozortptori della X e della Y (Sharpe e

Evans, 2009).
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Una volta terminato il sortaggio gli spermatozonsacentrifugati (300-700 x g) e
concentrati. Gli spermatozoi sortati vengono quimdccolti dentro i tubi di
polipropilene da 15 ml contenenti 5Q0di TEST-yolk (2-20%) .

Quando gli spermatozoi sono utilizzati per la fetamone in vitro per produrre
embrioni sessati, la percentuale di tuorlo d’'uowm ssere ridotta a meno del 5%
(anche 2%) per evitare interferenze con la ferdizzone. Questo additivo serve per
proteggere gli spermatozoi dagli effetti combirgsila diluizione e dai danni fisici
provocati dalla proiezione dentro il tubo di ratcaolMaxwell et al. (1996) furono i
primi ad aggiungere il plasma seminale eterolddi®4) il quale ha effettivamente
ridotto la percentuale di spermatozoi che mostilaneeazione acrosomiale dopo il

sortaggio.

I limiti all'applicazione commerciale del sessaggiegli spermatozoi di verro sono
legati a diversi fattori: le caratteristiche anaicme e fisiologiche dell’apparato
riproduttivo femminile della scrofa, la produzionmm un arco di tempo
eccessivamente lungo di bassi quantitativi di spéovaoi rispetto al numero
necessario per I'inseminazione artificiale e ilocdella qualita degli spermatozoi a
causa dei danni provocati dall'intero processoedisaggio. Gli spermatozoi durante
Il processo di sperm sorting vengono sottoposarastress di tipo chimico, fisico ed
elettrico.

Inoltre, la sensibilitd dei gameti maschili ai elisi step del sex-sorting e I'effetto
sugli spermatozoi dei protocolli di lavorazione fpesssaggio, sono maggiori nella
specie suina rispetto ad altre specie come il lmowenlariete (Maxwell et al.,
1998).Queste manipolazioni si combinano allo stresdotto nelle cellule
spermatiche, riducendo la loro vitalita, la lorgaeita di conservazione e la loro
capacita fecondante doposibrting (Parrilla et al., 2005). Contemporaneamente allo
sviluppo di questa tecnologia sono stati portafnavmolti studi con lo scopo di
identificare quali dei numerosi step previsti dapjeocedura di sortaggio sono
maggiormente responsabili dell’effetto dannosos# sorting sugli spermatozoi di

verro. Vasquez et al. (2002) hanno testato I'effeltlla colorazione con I'Hoechst
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33342 sulla capacita fecondante in vitro delle utellspermatiche di maiale. Gli
spermatozoi colorati con I'Hoechst 33342 hanno matsttassi di fecondazione
uguali a quelli raggiunti mediante l'utilizzo di espnatozoi non sottoposti a
colorazione. Infatti, non essendo I'Hoechst 33342 agente intercalante e
possedendo la cellula spermatica la cromatina noolhopattata che protegge il DNA
da differenti tipi di insulti, € possibile che qtescolorante da solo non possa
influenzare in maniera negativa la capacita fecoteddegli spermatozoi di verro se
utilizzato alle concentrazioni utilizzate per ilssaggio. Un altro fattore che e stato
identificato come potenziale responsabile del cela fertilita dopo IA con seme
sessato, e I'impatto del raggio laser UV durantertecedura di sessaggio. Guthrie et
al. (2002) hanno testato l'effetto di laser difeliénte potenza sulla capacita di
sviluppo di embrioni prodotti in vivo mediante lfizzo di seme suino sortato e non
sortato. L'uso di un raggio laser a bassa poteopaha apportato un miglioramento

ai tassi di fecondazione e sviluppo embrionale.

Gardner nel 2001 ha effettuato uno studio sui dahBiNA degli spermatozoi e sulla
vitalita degli spermatozoi in seguito a varie conatziioni di fattori stressanti tipici
dello sperm sorter come ad esempio: la pressiof@ gsi, I'esposizione al raggio del
laser, le procedure di colorazione e ha osservata cnaggiori danni derivano dagli
stress di tipo fisico e meccanico. Questi risuléatno in accordo con quanto e stato
osservato recentemente da De Ambrogi et al. (2066d)hanno evidenziato che per
guanto riguarda l'integrita del DNA e della memtaasegli spermatozoi sessati, il
fattore critico € lo stress pressorio durante itisg. Bisogna quindi mantenere bassa
la pressione in modo da ridurre i danni di tipo o@gco senza pero ridurre troppo la
velocita del processo di sorting. Per effettuaresariaggio degli spermatozoi con il
MoFlo e per avere delle popolazioni altamente pai@ accettabili da un punto di
vista commerciale, gli spermatozoi fino a qualcheaafa venivano accelerati fino a
una velocita di 90 Km/h sottoponendoli a una poessidi 50 psi. Riducendo la
pressione si riducono i danni agli spermatozoi neavésto che non ci sono piu effetti
benefici se si riduce la pressione al di sottoXdp8i. Si deve comunque considerare
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che riducendo la pressione si minimizzano i daghispermatozoi, ma questa bassa
pressione puo non essere sufficiente ad orientdeguatamente quegli spermatozoi
che sono caratterizzati da teste molto rotondetjggapoco appiattite come avviene

nel gatto, cane, cavallo e uomo.

Al termine dell'intera procedura di sessaggio, trel gli spermatozoi di verro
vengono diluiti piu di ventimila volte (Vazquez at., 2009). Il forte tasso di
diluizione é stato identificato come uno dei maggsvantaggi della tecnologia del
sex sorting (Maxwell et al., 1996). Questa estrema diluizior@risponde alla
diluizione dei fattori decapacitanti presenti nkgma seminale, e quindi alla precoce
induzione di cambiamenti “simil-capacitativi” cherpano alla reazione acrosomiale
con conseguente morte cellulare e perdita dellaagtpfecondante (Caballero et al.,
2004; Spinaci et al., 2006). A questo punto glirsa#ozoi sessati diluiti devono
essere riconcentrati prima dell'inseminazione, diite mediante l'utilizzo della
centrifugazione. La centrifugazione costituisce emento stressante per gli
spermatozoi di verro a causa dell’effetto diretibasmembrana plasmatica (Carvajal
et al., 2004). Per questo motivo sono stati valmatodi alternativi per concentrare
gli spermatozoi in seguito al sessaggio. Garcialet(2007) hanno registrato un
miglioramento della capacita fecondante in vitrgldepermatozoi di verro lasciati

sedimentare sul fondo piuttosto che sottopostnérifegazione.

DANNI POST-SORTING E CONSERVAZIONE DEL SEME SESSAT®I
MAIALE

| maggiori stress per gli spermatozoi di verro dteala procedura di sortaggio
derivano da: gli alti tassi di diluizione utilizzai cambiamenti della pressione
idrodinamica e le forze di orientamento all'interdel flusso del citofluorimetro, i
cambiamenti di temperatura, il passaggio attravarscaggio laser molto potente, la
brusca formazione di gocce mediante la vibrazionecaanica del cristallo

piezoelettrico, il caricamento elettrico delle geoed infine la deviazione ad alta
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velocita verso i tubi di raccolta (Leahy e Gadel@l1). Gli effetti dannosi di tutte
gueste procedure si possono raggruppare in: dallimtegrita di membrana,
modificazioni simil-capacitative (Maxwell e Johnsal®97; Spinaci et al., 2006),
ridotto tasso di concepimento e possibile aumergbe dperdite in gravidanza
(Bathgate, 2008).

Maxwell et al. (1996) e Maxwell e Johnson (1997hr@ dimostrato che sia la
vitalita che [lintegrita di membrana degli spernmtio di maiale vengono
compromessi dal flow sorting. Inoltre, secondo &pinet al. (2005), le cellule
spermatiche subiscono un calo della vitalita gigeguito al periodo di incubazione

con il colorante Hoechst 33342.

L’evidenza dei cambiamenti simil-capacitativi narstituisce una evenienza inattesa
considerando i passaggi previsti dalla procedusoaggio. In specifico, i campioni
vengono diluiti a livelli estremi ed esposti a fermeccaniche, numerosi diluenti e
potenziali agenti capacitanti (es. albumina siebioaina). La combinazione di questi
fattori potrebbe indurre la rimozione dagli sperozai del materiale extracellulare
(Caballero et al.,, 2009), tra cui i fattori statmianti la membrana plasmatica,
responsabile della conseguente maggior vulneratlidla cellula agli altri passaggi
stressanti previsti dalla procedura di sessaggimétosi sono gli studi effettuati allo
scopo di identificare le modificazioni sia di memba che funzionali a carico degli

spermatozoi di maiale sortati.

Parrilla et al. (2004) hanno dimostrato, analizzagli spermatozoi di verro sortati
mediante ['utilizzo del sistema CASA (computer-ag=i-sperm-analysis), un
aumento della percentuale di spermatozoi con pattemotilita iperattivata presente

solitamente all'inizio della capacitazione.

Allo scopo di evidenziare eventuali cambiamenti agativi degli spermatozoi
sortati € stata anche utilizzata la colorazioneorftscente CTC. Il CTC
(Clortetraciclina) € un antibiotico capace di ergrall'interno della cellula nei

compartimenti con alti livelli di calcio libero e diventare piu fluorescente in seguito
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al suo legame con il calcio (Tsien, 1989). | corapieCTC-C4&" si legano
preferenzialmente alle regioni idrofobiche della nmbeana cellulare mostrando
localizzazioni e quindi pattern diversi nei diffatemomenti funzionali della cellula
spermatica. Secondo uno studio effettuato da Mdxeelohnson (1997), la
procedura di sortaggio € in grado di provocare umemnto significativo della
percentuale di spermatozoi che mostrano un pattefinorescenza simile a quello
presente nella maggior parte delle cellule speanatsottoposte a capacitazione. Le
cellule di mammifero rispondono allo stress amlaknimediante la sintesi di una
famiglia di proteine conosciute come proteine dackhtermico (heat shock protein,
HSP). Gli spermatozoi, che sono cellule estremaenespiecializzate, sono state
ritenute trascrizionalmente inattive e prive dglparato necessario per la neosintesi
proteica all’interno del residuo citoplasmaticor Beesto motivo gli spermatozoi non
possono rispondere agli stress cui sono sottopastientando I'espressione delle
HSP ma possono consumare solo la quantita di peotga sintetizzate. Essendo la
procedura del sortaggio molto stressante per lllaespermatica, Spinaci et al.
(2006) hanno voluto verificare se in seguito a @ia® degli step previsti dalla
procedura di sortaggio possono essere evidenzianteali modificazioni o
rilocalizzazioni dell’'Hsp60, Hsp70 e Hsp90. Mentfelsp60 e 90 non hanno
mostrato alcuna modificazione né della loro quamntié della loro distribuzione, un
aumento degli spermatozoi presentanti il pattgricdi delle cellule capacitate e stato
rilevato sin dall'incubazione degli spermatozoi cbimechst 33342, prima del

passaggio attraverso il citofluorimetro.

Questo dato e molto importante, non solo perchéevamnfermato il verificarsi delle
modificazioni capacitative fin dalla prime fasi d&rtaggio, ma anche perché é stato
ipotizzato un ruolo attivo dell’ Hsp70 nel processella fecondazione (Bohring e
Krause, 2003).

La fosforilazione dei residui di tirosina delle feime ed anche il rimodellamento e la

polimerizzazione dell'actina presente nel citosetrel sono due eventi che

38



caratterizzano la capacitazione degli spermatozovedro (Satorre et al., 2009;
Brener et al., 2003). Per questo motivo Bucci e{28l11) hanno considerato I'analisi
di questi due fenomeni, parametri idonei a verrBcae la procedura di sortaggio
induca sulle cellule spermatiche modificazioni #tnali e funzionali tipiche del
fisiologico processo di capacitazione. | risultditiquesta ricerca hanno dimostrato
che, mentre la riorganizzazione dell’actina presardl citoscheletro viene in parte
influenzata dalla procedura di sortaggio, il gratlofosforilazione dei residui di
tirosina non sembra essere condizionato daglissebiti durante il sorting. Questi
dati possono farci riflettere sulla vera naturaledehodificazioni indotte dal sex-
sorting. Infatti, mentre le modificazioni di membea analizzate mediante la
colorazione CTC e limmunolocalizzazione delllHsp78ambiano durante la
procedura di sessaggio assumendo pattern presdieticellule capacitate, il grado e
la localizzazione dei residui di tirosina fosfotilahe costituiscono un vero e proprio
cambiamento funzionale, non sono influenzati detirsg. Per questo motivo Bucci et
al. (2011) hanno ipotizzato che gli spermatozotagbidi suino mostrino precoci

modificazioni simil-capacitative ma non una veravarzione dei pathway funzionali.

Alcuni autori hanno anche vagliato l'ipotesi che dalorazione, il passaggio
attraverso il citofluorimetro e la centrifugazioseiccessiva possano attivare dei
pathway dell’'apoptosi. Spinaci et al. (2005), hamatutato, mediante l'utilizzo dell’
Annessina V legata ad un fluoroforo, [l'eventualeteesrizzazione della
fosfatidilserina a livello della membrana plasmatidelle cellule spermatiche
sottoposte asorting Questo cambiamento a carico della membrana ptasma
cellulare e indicativo di un’alterazione della distizione dei fosfolipidi nei due strati
lipidici che nelle cellule somatiche ha luogo dieala fase esecutiva del fenomeno
apoptotico, mentre negli spermatozoi € da alcunnsicierato un fenomeno

strettamente correlato allo scrambling  fosfolipadi tipico del processo di

capacitazione (Gadella and Harrison, 2002).
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In questo studio, sottoponendo gli spermatozoasicatia colorazione con Annessina
V, Spinaci et al. (2005) non hanno evidenziato umento delle cellule Annessina

positive e quindi con fosfatidilserina esteriorizza

Un metodo utilizzato invece per valutare I'innesiedla cascata apoptotica puo essere
considerata la stima del grado di frammentazioh®dA degli spermatozoi dopo il
processo di sortaggio. Con questo fine De Ambrogil.e(2006b) hanno dimostrato
come gli spermatozoi sortati in realta sembrino nwmostrare un aumento
significativo della percentuale di cellule con DNammentato. Bisogna pero
sottolineare come le cellule con DNA gia frammemtaéngano eliminate durante il
passaggio attraverso il citofuorimetro; infatti glbermatozoi sottoposti all’azione
meccanica e all’alta pressione senza essere ssti@ldaser, e quindi non sortati,

mostrano un aumento dell'indice di frammentazioakelNA.

Una volta identificate le modificazioni a caricdldecellula spermatica causate dalla
procedura di sortaggio, molti autori hanno volutalutare l'effetto di queste
alterazioni sulla capacita fecondante degli spevrmat Maxwell et al. (1998) hanno
osservato come la percentuale di oociti penetrdivisi € piu alta quando vengono
fecondati con spermatozoi sortati piuttosto che amermatozoi di controllo,
confermando I'attivazione funzionale del processocapacitazione nelle cellule
spermatiche postorting D’altra parte Spinaci et al. (2005) non hannoistegto
cambiamenti significativi della percentuale di bdassti ottenute dal seme sortato

rispetto a quella raggiunta utilizzando il semeahtrollo.

Altri studi (Rath et al., 2003; Grossfeld et al.08)p fatti in vivo, hanno inoltre

dimostrato come gli spermatozoi di verro sortatsgmmo essere utilizzati con
successo per la produzione di suinetti medianteninsazione artificiale, anche se
con tassi di gravidanza inferiori rispetto a quellygiunti mediante I'utilizzo di seme

di controllo.

Poiché uno dei fattori responsabili delle modificaz simil-capacitative a carico

della cellula spermatica post-sorting € I'allontaeato delle sostanze decapacitanti
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presenti nel plasma seminale a causa dell’'estrailo&idne, molti autori hanno
testato l'effetto dell’aggiunta del plasma seminaelle caratteristiche morfo-
fisiologiche degli spermatozoi di verro sortatistato osservato in molti studi come il
plasma seminale, addizionato ai campioni subitoodibsortaggio, sia capace di
migliorare la funzionalita (vitalita e stato capativo) degli spermatozoi di maiale
(Maxwell et al., 1998; Caballero et al., 2008). ilRawre collaboratori (2005) hanno
inoltre dimostrato come gli spermatozoi sortatuipati con plasma seminale almeno
per due ore, mostrino i parametri di motilita simailquelli ottenuti nei campioni non
sortati, ritornando alla motilita non-iperattivaéa in questo modo allungando la
sopravvivenza degli spermatozoi sortati. Anche &pinet al. (2006) hanno
dimostrato che I'aggiunta del plasma seminale poding € in grado di indurre un
ritorno al pattern di localizzazione dell’Hsp70 atieristico delle cellule spermatiche

non sortate.

L’azione decapacitante del plasma seminale ¢ sli@ormente provata da Maxwell
et al. (1998) i quali hanno osservato che, utilimiaper la fecondazione spermatozoi
sortati di verro sottoposti all'azione del plasnemsale sia nel diluitore che nel
medium di raccolta, la percentuale di oociti fecatngbenetrati e divisi e risultata
inferiore a quelle che si ottengono in seguitouall’ di spermatozoi di controllo o
sessati senza l'aggiunta di plasma seminale. tatsudimili sono stati ottenuti
guando sono state addizionate al medium di raca#tdi spermatozoi sortati, le
spermadesine eterodimeri PSP-I/PSP-II, estratte ptedma seminale di maiale
(Centurion et al., 2003; Garcia et al.,, 2006). b’ queste proteine isolate ha il
vantaggio di evitare la variabilita del contenutmtpico all’interno del plasma
seminale. Gli eterodimeri sembrano preservareeljrita di membrana, la motilita e
I'attivita mitocondriale degli spermatozoi altamemtiluiti. Questo fenomeno sembra
sia correlato alla loro capacita di aderire al domiacrosomiale, esercitando un
effetto stabilizzante sulla fluidita della membrapiasmatica e forse un ruolo
decapacitante (Caballero et al. 2006, 2008).
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La ridotta sopravvivenza degli spermatozoi sortdstituisce il punto critico
nell'applicazione delle tecnologia dedex-sorting alla produzione zootecnica,
soprattutto per la distanza tra le stalle e i ceditrproduzione di seme sessato
(Vazquez et al., 2008). Le modalita di conservazidelle cellule spermatiche sortate
sono sostanzialmente due e cioe la conservaziote sbato liquido e la
crioconservazione. A tutt'oggi la conservazioneo adtato liquido viene ritenuta
necessaria, considerando che attualmente il qaawbditdi seme sortato prodotto
mediante strumenti di ultima generazione non é mncufficiente ad effettuare
un’'inseminazione profonda. Per questo motivo € ma#mbe determinare come |
tempo di conservazione possa influenzare la qualila capacita fecondante degli
spermatozoi sortati. Parilla et al. (2005) hanreeogto come la motilita e l'integrita
di membrana siano diminuite in maniera significatisolo dopo 10 h di
conservazione a 20°C rispetto agli spermatozoi ahtrollo, mentre lintegrita
acrosomiale delle cellule spermatiche, che hasulitcalo subito dopo la procedura
di sortaggio, ha mantenuto valori simili a quelbspsorting durante le 10 h di
conservazione. Gli stessi autori (Parilla et @003 hanno inoltre osservato che la
capacita fecondante degli spermatozoi di verroaioviene mantenuta solo per un
breve arco temporale (inferiore a 5 ore). Nel tevdadi minimizzare gli effetti
dannosi della diluizione e del processo di coneamine degli spermatozoi post-
sorting, Garcia et al. (2007) hanno testato I'edfelell’aggiunta delle spermadesine
PSP-I/PSPIlI o del plasma seminale, e dell'utiliziglla centrifugazione o della
sedimentazione posorting, sui parametri qualitativi e sulla capacita fecamte
delle cellule spermatiche sortate conservate peor&8| risultati di questo lavoro
hanno evidenziato come in realta la presenza dabnm seminale e delle
spermadesine non influenzino i parametri qualitaBvcome invece l'utilizzo della
sedimentazione, invece della centrifugazione, iadum miglioramento della
caratteristiche morfo-funzionali delle cellule gpetiche. Per quanto riguarda la

capacita fecondante invece, hanno osservato cosedlmentazione dei campioni in
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presenza delle spermadesine, sia in grado di ireareEre la capacita fecondante
degli spermatozoi di verro sortati dopo 18 oreatiservazione.

Un altro modo per bypassare l'ostacolo rappresentsl numero limitato di
spermatozoi prodotti mediangex sorting potrebbe essere la crioconservazione dei
gameti maschili che permette la creazione di unacdadi spermatozoi sessati

congelati.

La crioconservazione sarebbe inoltre utile per eorese il seme a lungo termine e
per trasportarlo senza problemi anche a lungheardist Sfortunatamente, le
procedure di congelamento-scongelamento comprontettn qualita del materiale
seminale, il che implica un necessario incremerdgb mimero degli spermatozoi
sortati che vanno a costituire una dose per IAK@atke et al., 2008). In aggiunta,
come abbiamo gia visto, anche la procedura di ggiaconferisce alle cellule
spermatiche una serie di modificazioni in graddidiinuire la loro longevita rispetto
a quella delle cellule non sortate. Questo caltadehgevita spermatica € in grado di
esacerbare l'invecchiamento artificiale degli spmiomoi osservato durante il
congelamento-scongelamento (Watson, 198@b)alternativa, il sortaggio potrebbe
anche compromettere la criosopravvivenza in segugelezione di spermatozoi con
membrane presentanti specifiche composizioni lghidi (es. alterazione della
riorganizzazione lipidica o dei rapporti lipidicfBathgate et al., 2008). Finora, ci
sono pochi lavori in cui é stata testata la capa@tondante degli spermatozoi di
suino sortati e congelati. Johnson et al. (2000ap sstati in grado di ottenere la
nascita di due suinetti, in seguito a inseminazi@paroscopica, utilizzando seme
sortato e congelato. Hanno stimato che circa il 3@#e cellule spermatiche sono
state in grado di sopravvivere alle procedure dssaggio e congelamento
valutandone la motilita post-scongelamento. Anchath8ate et al. (2008)
inseminando in vivo le scrofe con seme sortato-etaig hanno ottenuto una
percentuale di gravidanza simili a quella raggiumidiante I'utilizzo di seme non

sortato. Ad ogni modo, le scrofe inseminate conesamssato e congelato sono
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ritornate in estro dopo 57 giorni dallinseminazgordimostrando una percentuale
maggiore di aborti precoci in gravidanza rispette scrofe inseminate con il seme di
controllo. Gli autori di questo lavoro (Bathgateagé, 2008) hanno quindi ipotizzato
che, a monte di questo aumento della percentuadddaliti nella fase iniziale della
gravidanza ci siano stati sia il basso numero dirrsptozoi utilizzato che la
compromissione della capacita di sviluppo degli Bambd derivanti dagli spermatozoi

sortati e congelati.

UTILIZZO DI ANTIOSSIDANTI NELLA CONSERVAZIONE DEL
SEME SORTATO

Lo spermatozoo € una cellula fortemente specidbzziotata della capacita di
muoversi attivamente e fecondare I'oocita ma quglendanno alla sua membrana
plasmatica porta alla perdita irreversibile dellea Sunzionalita. L’integrita della
cellula spermatica puo essere pregiudicata dadeezdi molti agenti pericolosi, ma il
danno ossidativo indotto dalle specie reattive'asdigeno (ROS) rappresenta uno
degli stress piu deleteri a cui queste cellule pogsessere sottoposte. | ROS sono
forme parzialmente ridotte dell'ossigeno atmosteric(O,) e originano
dall’eccitazione dell’'@ a formare I'ossigeno singoletto {po dal trasferimento di
uno, due o tre elettroni all’Oper formare, rispettivamente, un anione superossid
(O,), un perossido di idrogeno {8,) e un radicale idrossilico (OH). Al contrario
dellO, atmosferico, i ROS possono provocare illimitatesidazione dei vari
componenti cellulari, portando alla distruzioneludale radicale-mediata (Drevet,
2006).

La suscettibilita degli spermatozoi allo stressidss/o deriva primariamente
dall’abbondanza di acidi grassi insaturi preseetlanmembrana plasmatica. Questi
acidi grassi insaturi danno alla membrana plasmaliegli spermatozoi la fluidita

necessaria per aumentare la sua capacita fusoghmiate la reazione acrosomiale e
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I'interazione spermatozoo-oocita. La natura insatlirqueste molecole le predispone
all’attacco da parte dei radicali liberi e di cogmgenza alla continua perossidazione
lipidica a carico della membrana plasmatica. Unliavohe questa reazione viene
innescata, si verifica I'accumulo dei perossidiidipi sulla superficie dello

spermatozoo a cui puo far seguito un danno osealatie proteine e al DNA.

Allo scopo di contrastare I'effetto dannoso dei R@ffe le cellule dell'organismo e
quindi anche le cellule spermatiche sono dotatevalie molecole non-enzimatiche
(come il glutatione, molecole contenenti tiolo com&itamine D, E e C) e molti altri
piccoli metaboliti. A completare I'apparato antigssite, sono presenti enzimi
specifici in grado di contrastare l'azione dei R@SOS scavenger) come la
superossido dismutasi, la catalasi e la glutatjpe®@ssidasi che lavorano in stretta
collaborazione. La superossido dismutasi (SOD) lizata la dismutazione
dell’anione superossido £Q in perossido di idrogeno ¢B,) e ossigeno molecolare.
Per riciclare in maniera efficiente il perossido idirogeno (HO,) sono a
disposizione della cellula l'attivita enzimatica llde catalasi e della glutatione
perossidasi. Infatti entrambi gli enzimi sono iradp di trasformare il perossido di
idrogeno in un prodotto innocuo, cioe in® In seguito a vari studi i ricercatori sono
stati in grado di identificare nel plasma seminal@egli spermatozoi la presenza
dell’enzima SOD (uomo: Alvarez et al., 1987; mai&ewalowka et al., 2008), della
catalasi (uomo: Jeulin et al., 1989), del sistelatagone perossidasi/riduttasi (uomo,
topo, coniglio: Alvarez e Storey, 1989; maialeezaksky et al., 2007) e anche di una
grande varieta di sostanze con attivita SOD o asitsimili (uomo: Zini et al., 1993)
come l'a-tocoferolo, I'acido ascorbico, il glutate (Halliwell e Gutteridge, 1989;
maiale: Strzezek, 2002), il piruvato (uomo: de Lamde e Gagnon, 1992), la
taurina, I'ipotaurina e I'albumina (coniglio: Alvez e Storey, 1983). La presenza di
gueste sostanze con attivita antiossidante nornmdémfa in modo di mantenere un
equilibrio tra la quantita di ROS prodotti e queliminati ma quando la produzione
delle specie reattive dell'ossigeno supera le difelegli antiossidanti naturali,

possono verificarsi alterazioni della strutturdaekllula spermatica.
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La manipolazione degli spermatozoi, come il raffi@tiento, la conservazione a
lungo termine e il congelamento possono provocareriento della perossidazione
lipidica, che porta all’ossidazione delle proteirsdla frammentazione del DNA
(Bennetts e Aitken, 2005) e alla riduzione delldilté spermatica (Guthie e Welch,
2006). Negli ultimi anni, la preselezione del sesdte si basa come abbiamo gia
detto sulla misurazione citofluorimetrica della gtita del DNA degli spermatozoi,
ha dimostrato essere applicabile in molte specmainmiferi (Johnson, 2000). Come
abbiamo gia ampiamente trattato, I'intera procedlirsortaggio implica una serie di
step stressanti che provoca una rapida perditaa dmbacita fecondante degli
spermatozoi limitando la loro sopravvivenza a posfreepostsorting (Seidel et al.,
1997; Parrilla et al., 2005). Nel tentativo di nmizzare I'effetto negativo di tutti
guesti stress, gli sforzi dei ricercatori si somadlizzati sull'ottimizzazione delle
metodiche di preparazione e manipolazione deglrnsg®zoi prima e durante il
passaggio attraverso il citofluorimetro, ma ancbh#asmodalita di conservazione
degli spermatozoi sortati. Sono state testate nooesso I'azione di diverse sostanze
antiossidanti come la catalasi, il SOD e il sodmyato sugli spermatozoi sortati di
ariete e toro. Nel toro Klinc e Rath (2007) hannmabtrato come addizionando
combinazioni di antiossidanti al medium di diluzee allo sheat fluid, durante la
procedura di sortaggio, si possa ottenere un awndeqgli spermatozoi vivi e con
acrosoma intatto post scongelamento, ma anchegliaramento della qualita degli
spermatozoi sortati durante la conservazione, péeneo in questo modo di
raggiungere buone percentuali di fecondazionezamtihdo lo stesso protocollo di
iInseminazione usato per il seme fresco (Klinc gt24107). Per quanto concerne gli
spermatozoi di ariete de Graaf et al. (2007) hasinmostato come l'aggiunta della
catalasi e del plasma seminale nel protocollo daggio non € in grado di migliorare
la qualitd del seme sortato e crioconservato e€pdseguenza, I'efficienza deéx-
sorting degli spermatozoi di ariete. Al contrario Leahyaet(2010) hanno descritto
sempre nell'ariete come, includendo gli antiossidan il plasma seminale al

protocollo di sessaggio, si possa ottenere un atamekella resistenza degli
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spermatozoi sortati allo stress ossidativo. Comaaao piu volte sottolineato, gli

spermatozoi di verro mostrano una sensibilita amcoaggiore all'azione deleteria
delle specie reattive dell'ossigeno. Questo siucadin un precoce deterioramento
delle caratteristiche morfo-funzionali degli spetoz®i e per questo motivo € ancora
piu importante riuscire a mettere a punto proteabllavorazione e trattamento del
seme che prevedano l'utilizzo di sostanze in grddmigliorarne la qualita e di

conseguenza la capacita fecondante. Inoltre Skz2@08€2) ha evidenziato come gli
spermatozoi di maiale abbiano una limitata difeg#oasidante rispetto a quella delle

altre specie animali.

Molti ricercatori hanno tentato di individuare t®e con proprieta antiossidanti in
grado di migliorare le caratteristiche funzionakgtl spermatozoi congelati o
conservati allo stato liquido. Con il fine di miglare la vitalita e la capacita
fecondante degli spermatozoi di suino dopo congetdoiscongelamento sono state
testate molte sostanze antiossidanti come la ssgidmdismutasi, la catalasi (Roca
et al., 2005), B-tocoferolo (Jeong et al., 2009; Satorre et al072@reininger et al.,
2005) e altre sostanze analoghe alla vitamina Ea(l¢ al., 2004). Per preservare le
caratteristiche morfo-funzionali degli spermatodoverro durante il periodo in cui
vengono conservati allo stato liquido prima di essdilizzati per la fecondazione,
sono stati sperimentati I'adenosina, L-cysteinaoctbride, I'acido ascorbico, |l
magnesio fumarato, la prolattina (Szorek-Fabigczyk et al., 2003), la melatonina
(Jang et al., 2010), il glutatione, la cysteindpmotaurina (Funahashi e Sano, 2005).
Nell’'ultimo periodo inoltre e nata la tendenzaw#ilizzo di sostanze antiossidanti di
origine vegetale; ad esempio Malo et al. (2011 nbatimostrato come utilizzando il
rosmarino (Rosmarinus officinalis), si possa noiglre la qualita degli spermatozoi

epididimali di verro dopo congelamento-scongelament

Per quanto riguarda gli spermatozoi sottopostirtaggio solo Grossfeld (2007) ha
testato I'efficacia di alcune sostanze antiossidauitseme fresco, sortato conservato

allo stato liquido, sul seme crioconservato e $soitangelato. Dai risultati di questa
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ricerca si € visto che l'aggiunta di piruvato e Idegntiossidanti catalasi e
mercaptoetanolo ha solo limitato gli effetti sufteotilita degli spermatozoi freschi,
sessati e congelati mentre non ha sortito alcuettefulla loro morfologia e sull’
integrita di membrana e acrosomiale. Dall’altrat@éutilizzo di questi antiossidanti
non ha alcun modo migliorato la qualita del semgasm conservato sia allo stato

liquido che congelato.

IMPIEGO DEL SEME SESSATO NEL MAIALE

Nella specie suina il seme sortato pud essere gafmesia per l'inseminazione
vivo che in vitro. Nella fecondazionen vivo il numero preciso di spermatozoi
utilizzato per inseminare dipende da molti fattarglusa la capacita fecondante del
seme del verro scelto, lintervallo tra [l'insemir@®e e ['ovulazione, la
manipolazione del seme prima della fecondaziore@dfondita dell'inseminazione
(Hunter, 2003; Vazquez et al., 2005). La proceddrasortaggio implica la
produzione limitata di spermatozoi che rende necessina tecnica d’'inseminazione
che utilizzi un numero basso, o addirittura moltasdp di cellule spermatiche
affinché questa tecnologia possa avere un’appticezicommerciale. Inoltre gli
spermatozoi ottenuti dal processo di sortaggio @eagiotevolmente indeboliti dalla
procedura limitando la loro sopravvivenza e la larapacita fecondante. Di
conseguenza, SoOnNo necessarie nuove strategie aimazione affinché vengano
raggiunte alte percentuali di gravidanza in segalifaso di dosi contenenti un basso
numero di spermatozoi sortati. La deposizione dggdirmatozoi nella zona alta del
tratto genitale femminile, rispetto all'lA conveoniale, permette la sopravvivenza di
una percentuale maggiore di spermatozoi e una magglonizzazione dell’'ovidutto.
Nella specie suina, rispetto alle altre speciendimero di spermatozoi sortati
disponibili € molto piu basso rispetto a quello lizeéato nell'inseminazione

convenzionale. Per questo motivo, € ancora piue fddsigenza di progettare
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protocolli o accorgimenti in grado di permetteplicazione commerciale di questa
tecnologia (Johnson et al., 2005).

| primi suinetti nati dall’'utilizzo di spermatozaortati sono stati ottenuti mediante
linseminazione intraoviduttale laparotomica utitndo 3x1® spermatozoi
(Johnson, 1991). Ad ogni modo questa procedurairgiiia non € applicabile dal
punto di vista commerciale sia per il benesserdidagmali che per il costo.
Altrettanto inapplicabile & I'lA intracervicale pabié nel suino richiede 2-3 x %10
spermatozoi a inseminazione, numero che non é lplesgirodurre in un tempo
ragionevole.

Per questo motivo Martinez et al. (2001) hannaugyplto una metodica che permette
la deposizione degli spermatozoi all'interno detno uterino mediante I'utilizzo di
uno speciale catetere flessibile (Martinez et 2002) raggiungendo una riduzione
significativa del numero degli spermatozoi per msgzione, con il mantenimento di
una performance riproduttiva ottimale (Vazquezl e2805).

Questa tecnica, che prende il nome di inseminazidagna profonda (DUI: deep
intrauterine insemination), viene effettuata inggamido una dose di 50-70 milioni di
spermatozoi nel terzo anteriore del corno uterm@ambinazione con il controllo
ormonale dell’ovulazione, e la sua efficacia éast@diimostrata nelle inseminazioni
con seme sortato suino (Rath et al., 2003; Vazeueal., 2003; Grossfeld et al.,
2005).

Poiché con I'utilizzo dekorting si ottengono 10-15 milioni di spermatozoi all’ora,
servono almeno 5-10 ore di sortaggio per ottenerewmero di cellule sufficienti ad
effettuare un’inseminazione, rendendo impossibdpeplicazione di questa tecnica
su vasta scala. Inoltre, le percentuali di fecoimee sono significativamente piu
basse nelle scrofe inseminate con gli spermatartats rispetto a quelli non sortati
ed il numero di suinetti per figliata tende ad esseferiore rispetto a quelle ottenute
utilizzando seme non sessato (Grossfeld et al5;208zquez et al., 2003). Uno dei
fattori che influisce sulla bassa percentuale dofecche raggiungono il parto € la

perdita di embrioni all'inizio della gravidanza (Xpez et al.,, 2003) ed inoltre
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I'inseminazione intrauterina profonda aumenta laceetuale di scrofe con una
fertilizzazione unilaterale o parzialmente bilateraportando alla riduzione del
numero di suinetti (Martinez et al., 2006). Di cegsenza, il numero degli
spermatozoi sortati depositati potrebbe esserdficiemte per produrre abbastanza
suinetti necessari al mantenimento della gravidanza

Un approccio pratico all'inseminazione fatta coatilizzo di spermatozoi sortati
potrebbe risiedere nella progettazione di nuoveldgge di cateteri in grado di
permettere l'attraversamento della giunzione utebarica per deporre il seme a
livello oviduttale. Nel frattempo, si stanno svihgndo nuove strategie alternative per
depositare un numero di spermatozoi sortati seipréasso. Una tecnica che viene
oggi utilizzata e che ha dato buoni risultati didedazione, e l'inseminazione intra-
oviduttale laparoscopica (Vazquez et al., 2006).

La laparoscopia € una tecnica meno invasiva risgatiaparatomia e permette di
depositare il seme direttamente nell'utero o neitlatto e inoltre puo essere
effettuata direttamente in allevamento da persospkrializzato (Vazquez et al.,
2009).

L’inseminazione mediante laparoscopia nel tratigesiore del corno uterino (vicino
alla giunzione utero-tubarica) permette di otterate percentuali di fecondazione
utilizzando 10 — 20 x fOspermatozoi per corno (Fantinati et al., 200%)sBow et
al., 2006), come e stato precedentemente ripodiatidrueger et al (1999) mediante
laparatomia. Questa tecnica permette di ridurreoffea quantita di spermatozoi
utilizzati in una dose rispetto al quantitativo dellule spermatiche utilizzate
nell'inseminazione intrauterina profonda. Inoltrestato anche valutato I'effetto del
momento in cui viene effettuata I'inseminazioneralazione all'ovulazione (follicoli
preovulatori, ovulatori o ovulati), sulla penet@ze e la fecondazione polispermica
degli oociti. La percentuale di polispermia é tiatd molto alta quando sono state
inseminate, direttamente a livello oviduttale, $er@on oociti ovulati, mentre,
guando gli spermatozoi sono stati depositati pril@iiovulazione, € stata registrata

una percentuale di polispermia molto bassa (Vazegtak, 2006).
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In un recente lavoro eseguito da Garcia et al. {R0® stata ottenuta un’alta
percentuale di fertilizzazione utilizzando 0.3 x° Bpermatozoi sortati, concentrati
mediante sedimentazione e in seguito depositatiangzllaparascopia dopo 16-18 h
dal sex-sortingLa presenza del plasma seminale, o delle PSRRIIR ®terodimeri
che compongono il plasma seminale, non hanno mfla® in maniera negativa la
fertilizzazione. Inoltre, le piu alte percentuali fécondazione sono state ottenute
guando gli eterodimeri sono stati addizionati atlmm di raccolta e sono rimasti in
contatto con le cellule spermatiche fino al momedetia fecondazione. Tutti questi
lavori hanno dimostrato come l'inseminazione metdialaparoscopia offra la
possibilita di depositare un numero molto bassepdirmatozoi a livello oviduttale
prima dell'ovulazione , migliorando la fertilizzame con gli spermatozoi sortati.
Negli ultimi anni importanti progressi hanno coridotal’avanzamento della
tecnologia ad un punto tale da diventare realizedhitilizzo di seme sortato negli
allevamenti suini. Ad ogni modo la combinaziond!'@ementata efficienza degli
spermatozoi sortati con una maggiore capacita fknawe, i miglioramenti nelle
procedure di crioconservazione e lo sviluppo dnigwe di IA che permettano una
diminuzione del numero di spermatozoi per insemorag mantenendo elevate le
percentuali di fecondazione, facilitera la diffustodi questa tecnologia.

Poiche il numero di spermatozoi necessari perdarféazionen vitro (IVF) € molto
basso, anche la messa a punto di un buon sisteMal\l¥ potrebbe aiutare la
produzione di suini di sesso predeterminato damggrmatozoi sortati. Nel 1993 Rath
e collaboratori hanno ottenuto i primi embrionilddF effettuata con seme sortato.
In seqguito, sono state ottenute due figliate dopsférimento in scrofe riceventi di
embrioni prodottin vitro con spermatozoi sortati (Rath et al., 1997). Adi agodo,
sebbene le tecniche per la produzione di embribsucho in vitro siano progredite
molto velocemente negli ultimi anni, la penetraBqolispermica degli oociti rimane
un problema persistente, poiché porta ad una heffiseenza nella produzione di
embrioni vitali. Un’alternativa, per evitare la ggermia, potrebbe essere I'iniezione

intracitoplasmatica degli spermatozoi (ICSI) (BerBardino et al., 2000). Nel 2003,
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sono nati dei suinetti maschi dal trasferimentearofe riceventi di embrioni prodotti
mediantel'lCSI (Probst e Rath, 2003). Tuttaviafficeenza della produzione suina
rimane bassa e solo lo 0.5% di oociti trasferip@d’ICSI portano alla nascita di
suinetti vivi (Kikuchi et al., 2008). Se I'efficaxidell’'lVF o dellICSI potesse essere
migliorata, I'uso di queste tecnologie, combinaton cuna nuova procedura di
trasferimento non chirurgico degli embrioni (Maéinet al., 2004), potrebbe portare

ad un grande sviluppo dell’'uso degli spermatozdesio
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PARTE SPERIMENTALE

SCOPO DELLA RICERCA
Le cellule spermatiche di suino sottoposte allacgdora dekex-sortingpresentano
una serie di modificazioni morfologiche e funziangie compromettono nel tempo

la loro sopravvivenza e la loro capacita fecond@vixwell et al., 1998).

Gli spermatozoi di suino, inoltre, a causa dellacsttibilita ai danni indotti dalla
crioconservazione, in seguito alla procedura ditagmio vengono solitamente
conservati allo stato liquido a temperature diigeftazione, il che implica un
ulteriore peggioramento delle caratteristiche mdufwionali delle cellule

spermatiche sortate (Parrilla et al., 2005).

Quindi lo scopo di questo studio € stato quellovalutare le caratteristiche morfo-
funzionali delle cellule spermatiche in seguitdaglplicazione della procedura del
sex-sortinge la conseguente conservazione, e quindi di cerdarmigliorare i

parametri qualitativi del seme mediante l'aggiudiasostanze antiossidanti e la

messa a punto di una nuova metodica di consen&zion
La ricerca € stata divisa in tre esperimenti.

Nel primo esperimento, lo scopo e stato quello déintificare i danni causati
dall’azione sinergica della procedura di sortaggialella conservazione allo stato
liquido a 15°C per 24-26 h utilizzando come parainia vitalita, I'integrita degli

acrosomi e la presenza e localizzazione dell’HsisiG inoltre voluto valutare se
I'associazione di tali tecniche induca una altevaegi della capacita fecondante in

vitro.

Una volta identificate le modificazioni a caricogtlespermatozoi, lo scopo del
secondo esperimento € stato quello di identifieagpindi testare delle sostanze la
cui attivita fosse in grado di minimizzare I'aziodannosa desex-sortinge della

conservazione sulle cellule spermatiche. Poichiéawgori hanno gia identificato i
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ROS (reactive oxygen species: specie reattive adsiigeno) come i principali
responsabili del deterioramento della funzionap&rmatica (Johnson et al., 2000),
sono state testate alcune sostanze antiossidamthahno una funzione di ROS
scavenger (neutralizzatori radicali liberi dell'mg:0); a questo fine gli antiossidanti
epigallocatechina-3-gallato (EGCG), sodio piruvaitalasi, e superossido dismutasi
(SOD) sono stati addizionati al seme di suino deranvari passaggi previsti dal
protocollo delsex-sorting,ovvero durante la colorazione, il passaggio atnsve

citofluorimetro e la conseguente conservazionetch 2 15 °C.

Per la conservazione del seme di suino oltre allaohservazione allo stato liquido e
al congelamento Torre e collaboratori (2002) hamesso a punto l'incapsulazione
delle cellule spermatiche in membrane di alginatbatio. Nel terzo esperimento é
stata quindi messa in comparazione la vitalitatégrita acrosomiale e la capacita
fecondante delle cellule spermatiche sortate eergate mediante incapsulazione

con i campioni di seme sortato conservato allmsiquido.

MATERIALI E METODI

Tutti | reagenti utilizzati sono stati ottenuti l#al'Sigma Chemical CO" (St. Louis,

MO, USA), tranne dove venga diversamente speatficat

Prelievo dell’eiaculato

Le frazioni ricche degli eiaculati di due verri mat di provata fertilita, sono state
prelevate mediante la tecnica della mano guantaane state subito diluite in un
ugual volume di Androhéfl (Minitiib, Tiefenbach, Germany). Allo scopo di
minimizzare le differenze tra gli eiaculati appadeti ad individui diversi (il
cosiddetto “effetto verro”) i campioni sono statescolati; in seguito sono stati
ulteriormente diluiti fino ad ottenere una concarione di 100x10spermatozoi/ml.

Aliquote di 1 ml di seme diluito sono state quindisferite in Falcon e colorate con
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10 pl della soluzione stock di Hoechst 33342 (5 mg/pd) un’ora a 35°C al buio.
Subito prima del sessaggio e stato aggiunto awmasampione 1l della soluzione
stock di colorante alimentare FD&C # 40 (Warnerkieson, St. Louis, MO, USA)
(25mg/ml). | campioni sono stati quindi filtrati chante I'utilizzo di filtri di nylon
con porosita di 60m allo scopo di rimuovere gli eventuali detriti ggaegati di

spermatozoi.

Flow sorting

Per sessare gli spermatozoi e stato utilizzatoMmFlo SX® flow cytometr/sperm
sorter (DakoCytomation Inc., Fort Collins, CO, US&quipaggiato con argon laser
(lunghezza d'onda di 351 a 150mW). Come sheat flkiidtato usato il DPBS
(Dulbecco’s phosphate buffered saline). Lo sperntesda lavorato utilizzando una
pressione di 40 psi e una velocita di 25000 efserat Gli spermatozoi sessati hanno
subito una deflezione, diversa a seconda del sksgupartenenza, in tubi da 20ml di
polipropilene contenenti 500l di Tes-Tris buffer supplementato con il 2.5% di
tuorlo d’'uovo e 1Qul di plasma seminale di verro scongelato. Dopo attenuto un
quantitativo di seme sessato pari a 8 X gfflermatozoi in ciascun tubo, le due
popolazioni di spermatozoi sono state mescolateichp la predeterminazione del
sesso non costituiva un obiettivo dell’esperimerta@ampioni sono stati quindi
centrifugati alla velocita di 800 x g per 20 minedl il pellet & stato risospeso in 400

ul di Androhep™ addizionato con '1% di plasma seminale.

Valutazione dell’integrita della membrana plasmadigvitalita)

La vitalita del seme é stata valutata incubanddbpeiinuti a 37°C e al buio 24 di
seme (100 x 10spz/ml) di ciascun campione in presenza di & una soluzione 0.1
uM di loduro di Propidio (Molecular Probes, Leidéianda) e 2u di una soluzione
23 uM di SYBR Green 14. Il SYBR-14, colorante permealnhe si lega al DNA,
viene deacetilato dalle esterasi intracellularcdlorante fluorescente deacetilato non

puo diffondere nuovamente all’esterno dello speoaad che € reso identificabile
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mediante la fluorescenza verde del nucleo. Diveesaen o loduro di Propidio (IP),
che emette una fluorescenza rossa (625 nm), perhetisservare solo la testa degli
spermatozoi con membrana danneggiata in quantoggaendo capace di legarsi al
DNA, non € permeabile alla membrana cellulare gdiadi in grado di oltrepassarla
solo quando la sua integrita risulta compromessa.

Una volta terminata l'incubazione, 10 della sospensione di spermatozoi colorati €
stata disposta su di un vetrino portaoggetti e apeelicatamente con un copri
oggetto. Le valutazioni sono state eseguite uaihzio un microscopio a fluorescenza
Nikon, dotato di un doppio set di filtri (FITC e T®, osservando circa 200
spermatozoi per ogni campione. Gli spermatozoi presentavano a livello della
testa una fluorescenza rossa o una fluorescenzaossa che verde sono stati
classificati come morti, mentre quelli caratterizzialla sola colorazione verde sono

stati considerati vivi.

Fig. 2. Esempio di valutazione della vitalita mediantedécazione SYBR green-PlI.
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Valutazione dell’integrita dell’'acrosoma

L’integrita dell’ acrosoma e stata valutata medkalfiso di una lectina derivata dal
Pisum sativumFITC coniugata (FITC/ PSA). Questa particolare ifectha la
proprieta di legarsi in maniera specifica al coantendell’acrosoma (Cross et al.,
1986) e permette di valutarne l'integrita o la sompromissione. Gli spermatozoi
sono stati lavati (centrifugazione per 2 minuti0® & g) dal medium di incubazione,
ripresi in DPBS e sottoposti ad un secondo lavagggo rimuovere le proteine
solubili ed evitare la formazione di precipitati. dellet € stato ripreso con una
soluzione al 95% di etanolo e mantenuto a 4°C jpeer@o 30 minuti. Tale passaggio
€ necessario per la permeabilizzazione della membptasmatica e acrosomiale e
per ottenere una maggiore intensita della reazoeika lectina con i componenti
interni dell'acrosoma (Cross e Watson, 1994). Uazsone di spermatozoi fissati €
stata lasciata asciugare su un vetrino riscaldamastra a 37°C e successivamente e
stata aggiunta una soluzione PSA FITC-coniugatag(BSA-FITC/ 1 ml HO).

Dopo 15 minuti di incubazione al buio, sono staeguiti due lavaggi in PBS per
rimuovere l'eccesso di colorante e sono stati niontan una goccia di montante
Vectashield e loduro di Propidio (Vector LaboragsriBurlingame, CA, USA).

| campioni montati sono stati quindi osservati atnosscopio a fluorescenza. La
presenza del segnale verde fluorescente a livellaccbsoma € stato considerato
indicativo dell'integrita acrosomiale, mentre unarziale o totale assenza della
fluorescenza e stata valutata indicativa di unauratacrosomiale o di una avvenuta

reazione acrosomiale.
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Fig. 3. Esempio di colorazione PSA-FITC coniugata perdmtazione dello stato dell’acrosoma.
Gli spermatozoi che presentano gli acrosomi veah ana netta linea a livello di membrana

acrosomiale vengono classificati come “integri”.

Valutazione dell’esocitosi acrosomiale

Per differenziare gli spermatozoi andati incontreazione acrosomiale da quelli con
danni agli acrosomi e stata utilizzata la coloraeid-ITC-PNA/PI. La PNA é una
lectina, derivante dall’Arachis Hypogaea, che gjalein maniera selettiva alla
membrana acrosomiale esterna permettendo la valoegazdella reazione
acrosomiale. Circa 50l della sospensione di seme, dopo essere stati thvavolte
con il PBS, sono stati colorati con 2ub della soluzione stock FITC-PNA ( 0.2
mg/ml in acqua bidistillata) e 38 della soluzione stock di PI ( 0.5 mg/ml in acqua
bidistillata) per dieci minuti al buio. Questa ca@wione, a differenza della
precedente, permette di distinguere gli spermatoasitivi alla lectina perché morti e
con membrane lesionate da quelli vivi andati inoord esocitosi del contenuto

dell’acrosoma.
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Aliquote delle sospensioni di spermatozoi in sggla colorazione sono state
analizzate con il microscopio a fluorescenza. @érmatozoi che non presentavano
la positivita del segnale per lo loduro di Propidimeanche per il FITC-PNA sono
stati considerati come vivi con acrosoma intattentre quelli Pl negativi e FITC-
PNA positivi sono stati classificati come vivi manc avvenuta esocitosi del

contenuto acrosomiale. Le cellule positive perddulro di Propidio , sia FITC-PNA

positive che negative, sono state classificate amimee.

Fig. 4 Esempio di colorazione PNA coniugata al FITC per Valutazione dell'esocitosi
dellacrosoma. Gli spermatozoi che presentano laranione verde a livello acrosomiale sono

andati incontro all’esocitosi del contenuto acrosde
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Valutazione dell’'attivazione delle caspasi

L’attivazione delle caspasi, proteine coinvolte plcesso apoptotico, € stata rilevata
mediante la colorazione FITC-VAD-FMK; il VAD-FMK an inibitore delle caspasi
permeabile alla membrana cellulare, coniugato wrféicromo FITC, in grado di

legarsi attraverso legami covalenti alle caspdsi isoseguito alla loro attivazione.

Prima di essere sottoposti a colorazione gli speymea sono stati lavati due volte in
PBS (centrifugazione per 2 minuti a 800 x g) abo di rimuovere i detriti e di
evitare la formazione di precipitati allontanan@oplroteine solubili. In seguito alla
seconda centrifugazione il pellet contenente lkileespermatiche € stato risospeso in
1 ml di PBS e incubato con8 di FITC-VAD-FMK a 37°C per circa 20 minuti al
buio. Dopo questo periodo di incubazione gli speoz@ sono stati rilavati due volte
in PBS per allontanare il colorante che non sgatie alle cellule ed il pellet ottenuto
in seguito alla seconda centrifugazione e statsspieso in 20@l di PBS. A questo
punto sono stati aggiuntii@ di una soluzione di ioduro di propidio (PI) (Qrg/ml)
per determinare la percentuale di cellule morte.2 0 della soluzione stock di
Hoechst 33342 (5 mg/ml) solo nei campioni di speoxa non sottoposti al
processo di sortaggio e quindi non controcolor®opo qualche minuto a
temperatura ambiente 1l della soluzione di spermatozoi sono stati pagdtvetrino
portaoggetto e quindi delicatamente coperti dalrioggetto; si € proceduto quindi

all’analisi dei campioni utilizzando il microscopgofluorescenza.
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Fig. 5. Esempiadi colorazione FITC-VAD-FMK per la valutazione delkiaazione delle caspasi.

Immunolocalizzazione dell’lHsp70

Tutte le procedure sono state condotte a temperatmbiente se non diversamente
specificato. Aliquote di spermatozoi di controlémrtati, sortati e conservati a 17°C
sono stata poste su vetrini portaoggetto, previdéeneoperti con poli-L-lisina, e
fissati con etanolo a — 20°C per 5 minuti e cont@e® per 30 secondi. Questi
campioni sono stati quindi lavati in PBS e blocadtiizzando PBS con il 10% di
siero normale ovino (normal sheep serum) per aln3nhminuti. Le diluizioni degli
anticorpi sono state eseguite utilizzando PBS 0% di FCS (fetal calf serum).
L’anticorpo monoclonale anti-Hsp70 (C92F3A-5 mAlreSsgen, Ann Arbor, Mi,
USA) é stato aggiunto ad una diluizione 1: 200nttibazione e stata effettuata
“‘overnight” a 4°C. Dopo essere stati lavati abbartdaente con PBS, i campioni
sono stati incubati con Il'anticorpo secondario phaeti-mouse FITC-coniugato
diluito 1:800 per 1 h al buio. | vetrini sono statiindi rilavati in PBS, per allontanare
la quantita eccedente di anticorpo secondario, itatiocon il Vectashield mounting
medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)campioni di controllo

freschi, i cui spermatozoi non sono stati previammarolorati con I'Hoechst 33342,
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sono stati invece montati con il Vectashield mauptmedium contenente anche
loduro di Propidio. Allo scopo di verificare laepficita dell'anticorpo secondario,
alcuni vetrini sono stati incubati solo con qudstiuo omettendo I'incubazione

dell'antisiero primario. Gli spermatozoi sono stati seguito valutati con il

microscopio a fluorescenza. Sulla base della davdocalizzazione del segnale
immunopositivo dellHsp70 sugli spermatozoi fissabno state identificati e
differenziati tre pattern: 1) immunoreattivita cowta ad un’area di forma triangolare
ben definita a livello di segmento equatoriale tgrat non-capacitato); 2)
immunoreattivita a livello di linea equatoriale alte associata ad una linea
semicircolare sul limite anteriore del segmentoatopiiale (pattern capacitato); 3)
spessa banda subequatoriale immunopositiva con ieve Isegnale di forma

triangolare (pattern reatto).

Fig. 6. Rilocalizzazione dell'Hsp 70 negli spermatozoi dire in diversi momenti funzionalh)
spermatozoi "freschi" con la caratteristica immuadtivita di forma triangolare del segmento
subequatoriald) spermatozoi capacitati con la linea equtorialgitp@; C) spermatozoi reatti.

62



Western Blot del’Hsp70

Aliquote contenenti 5 x fOspermatozoi di controllo, sortati 0 h, sortatiomservati
24-26 h, sono state lavate due volte con PBS eiftgyate a 850 x g per 10 minuti;
dopo aver eliminato il surnatante, il pellet finalestato congelato e mantenuto a -
80°C fino all'utilizzo. Al momento dello scongelarmte il pellet € stato risospeso nel
SDS buffer (Tris-Hcl 62.5 mM pH 6.8; SDS 2%, glyale20%). Le proteine derivanti
da 1 x 16 cellule spermatiche sono state fatte correre sindbel Bis-Tris NuPage
al 10% (Gibco-Invitrogen, Paisley, UK) per 50 minat 200V, quindi sono state
elettroforeticamente trasferite su di una membramatrocellulosa. Dopo aver lavato
la membrana in PBS, il corretto trasferimento deileteine € stato verificato
colorando la membrana con il Ponceau Red allo Oe2P4d gel con il Blue di
Comassie. Per evitare la formazione di legami @Bpie proteine-anticorpo, le
membrane in nitrocellulosa sono state bloccatewwnsoluzione di PBS-Tween-20
contenente il 5% di polvere di latte, per 1h a terajura ambiente. Le membrane
sono state incubate overnight a 4°C con un anticarmnoclonale anti-Hsp70
(Stressgen) diluito 1:1000 in Tris Buffered Saliheeen-20 (20mM Tris-Hcl, pH
7.4, 500 mM NaCl, 0.1% Tween-20). Dopo diversi gyiacon il PBS Tween-20 le
membrane sono state incubate prima con un anticeegpondario goat anti-mouse
biotina coniugato diluito 1:10000, poi con un aokmo anti-biotina HRP (horseradish
peroxidase)-coniugato diluito 1:1000. | Westernt ldono stati acquisiti utilizzando
un substrato chemio luminescente (Super Signal VWesbd Chemiluminescent
Substrate, Pierce, Rockford, IL, USA) secondo teumoni d’'uso. L'intensita del
segnale luminescente delle bande risultanti & stegaisita attraverso il Fluor'$
Multimager usando il Quantity One Software (Bio-Raboratories Inc., CA, USA).
Allo scopo di normalizzare/ quantificare le bandéddp70, le membrane sono state
strippate ( in breve: le membrane sono state lavatenuti in acqua, poi 5 minuti in
0.2 M di NaOH e lavate di nuovo in acqua) e ri-inate con l'anticorpo della

proteina house-keepingp-tubulina (diluizione 1:500, sc-5274 Santa Cruz
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Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA). Il relatigontenuto proteico (Hsp7p4
tubulina) e stato espresso in unita arbitrarie (AU)

Maturazione in vitro degli oociti (IVMN)

| complessi cumulo-oocita (COC) sono stati aspuatifollicoli con diametro di 4-6
mm provenienti da ovaie raccolte in un mattatoicale, selezionati mediante uno
stereomicroscopio e trasferiti in una capsula p&& mm, Nunclon, Denmark)
contenente 2 ml di PBS modificato supplementatoleadn4% di BSA (bovine serum

albumin).

| CCOs selezionati sono stati sottoposti a tre dgvaon medium di maturazione
NCSU37 (Petters e Wells, 1993) addizionato conlima® pg/ml, cisteina 0,57 mM,
glutamina 1,0 mM, EGF 10ng/ml, mercaptoetanolo 50 gicon il 10% di liquido
follicolare. Gruppi di 50 CCOs sono stati trasfeal'interno di appositi pozzetti
(Nunc 4-well multidish) contenenti 500 ul delloste medium, addizionato con db-
AMPc 1 mM, 10 Ul/ml eCG (Folligon, Intervet, Olanda 10 Ul/ml hCG (Corulon,
Intervet, Olanda) e incubati a 39°C in atmosferadifroata al 5% di CO2 e al 7% di
02. Dopo 22 ore di coltura i CCOs sono stati tr@sfen medium di maturazione
privo di supplementi ormonali e dbAMPc e coltivya@r altre 24 ore (Funahashi et al.,
1997).

Fecondazione in vitro (IVF)

Nell'esperimento 1 aliquote di seme di controllsogtato, a O ore e a 24-26 ore dopo
Il sortaggio, sono state lavate due volte con omadBrackett & Oliphant (Brackett e
Oliphant, 1975) supplementato con il 12% di sieetale bovino (FCS, Gibco,
Invitrogen, Italy) e con 0.7 mg/ml di caffeina (mew [VF). Sono state quindi
valutate le concentrazioni degli spermatozoi e grup 50 oociti maturi sono stati

denudati delle cellule del cumulo mediante ripefoifgettate; gli oociti decumulati
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sono stati quindi trasferiti in pozzetti conteneB00pl di medium da IVF e 5 x 0
spermatozoi/ml (rapporto oocita/ spermatozoi 1:300@po 1 ora di coincubazione,

gli oociti sono stati trasferiti in pozzetti con&ti medium da fecondazione fresco.

E stata inoltre effettuata una seconda serie émnsazioni con un numero pid basso
di spermatozoi per oocita allo scopo di comprendsee un alto numero di
spermatozoi durante una breve coincubazione, secorngrotocollo normalmente
utilizzato nel nostro laboratorio, potesse masaieeran eventuale effetto del
sortaggio e della conservazione sulla capacitanidmate degli spermatozoi. Per
guesto motivo gruppi di 50 oociti maturati vitro sono stati trasferiti in 100l di
medium IVF contenente 5x10 spermatozoi in modo che il rapporto
oocita/spermatozoi fosse di 1:100. Dopo 5 ore diadazione i presunti zigoti sono
stati trasferiti in pozzetti contenenti medium @adndazione fresco e coltivati fino

alla fissazione.

| presunti zigoti, circa 20 ore dopo sono stati tatnsu vetrini, fissati in acido
acetico/etanolo (1:3) per 24 ore e in seqguito @iaon lacmoid. Gli oociti sono stati
osservati utilizzando un microscopio a contrasttade. Gli oociti sono stati valutati
penetrati quando contenevano nel loro citoplasrsig téi spermatozoi decondensate
e/o pronuclei maschili e i due globuli polari. Glociti degenerati o immaturi non
sono stati considerati. | parametri valutati sotadi:sla percentuale di penetrazione
(numero di oociti penetrati/ numero totale insemnal tasso di normospermia
(numero di oociti contenenti solo una testa o wnpcleo maschile/ numero totale

penetrati) e I'efficienza totale della fecondazigaeciti normospermici/ inseminati).

Nell'esperimento 3 dopo 24, 48 e 72 ore dall'incd@zaione il seme sessato diluito
(controllo) e quello aspirato dalle capsule e siatibzzato per le fecondazionn
vitro. | campioni sono stati manipolati come nell’espemto 1. Al termine del
periodo di maturazione vitro, gli oociti sono stati meccanicamente decumulati e
trasferiti in 100u! di IVF medium contente circal8% spermatozoi/ml. Dopo 4 ore di
coincubazione, a 39°C in atmosfera umidificgtapociti sono stati trasferiti in IVF
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medium fresco e lasciati in coltura fino alla feeme. Gli oociti sono stati osservati

mediante microscopio a contrasto di fase e classiftome nell’esperimento 1.

Incapsulazione del seme

Per la preparazione delle capsule di controllcaéagprelevata un’aliquota di 3ml di
materiale seminale, conservato a temperatura atebiarcui € stata addizionata una
soluzione satura di Ba£in modo da raggiungere una concentrazione 50midng
Ba”*. La sospensione cosi ottenuta & stata goccioegdiante una siringa con un ago
ipodermico (23G, 0.60x30mm), in 300ml di alginataliso a media viscosita (Sigma
Aldrich), in concentrazione di 0.5% p/v e pH=7.8;7e mantenuta in costante
agitazione.

In seguito al contatto tra la goccia di estrusmtenente lo ione bivalente, e la
soluzione di alginato, gli ioni diffondono verso &aperficie della goccia e, in
corrispondenza dell'interfaccia, determinano laifgazione dell'alginato e la
conseguente formazione di una membrana attornocio

Le capsule sono state lasciate nella soluziondgdiado per 45 minuti, sotto blanda
agitazione, e, in questo periodo, la loro membiEagubito un continuo aumento di
spessore grazie alla diffusione degli ioni bivaldileri verso la superficie esterna
della goccia. Finita questa fase di accrescimeetaapsule sono state recuperate
attraverso filtrazione, lavate due volte con unduzone contenente glucosio
monoidrato e bicarbonato di sodio, allo scopo hinshnare le tracce di alginato non
gelificato; quindi sono state sospese in una sohezi5% p/v di Nutrixcell (Imv
Technologies Italia Srl), e conservate in questluitdre di seme suino alla

temperatura di 15°C.

Le capsule di seme suino sortato risospeso in plassminale omologo sono state

allestite in modo analogo.
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DISEGNO SPERIMENTALE

ESPERIMENTO 1

1.1 Valutazione dei parametri qualitativi del seme diiso sessato conservato per
24-26 h a 15°C

Una volta terminata la procedura di sortaggio, gpatel seme € stato valutato
immediatamente mentre un’aliquota & stata ris@sjpeAndrohep*® supplementato

con I'1% di plasma seminale e conservata allo digiido per 24-26 ore a 15°C.

Per la valutazione della qualita del seme sonoe statalizzate I'integrita di
membrana, l'esocitosi acrosomiale, l'immunolocazpbne dellHsp70 ed |l

contenuto di Hsp70.
| gruppi analizzati sono stati:

(1) controllo 0 h (spermatozoi freschi diluiti);
(2) sortati O h;
(3) seme di controllo conservato per 24-26 h;

(4) seme sortato conservato per 24-26 h.

1.2 Fecondazione in vitro utilizzando seme di suinatsdo e conservato 24-26 h a
15°C

Utilizzando gli spermatozoi appartenenti ai grupmpradescritti sono state effettuate

due tipologie di IVF:
» coincubazione dei gameti per 1 ora con un rappmotita/spermatozoi di 1: 5000;

» coincubazione dei gameti per 5 ore con un rappmtita/spermatozoi di 1: 100.
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ANALISI STATISTICA ESPERIMENTO 1

| dati sono presentati come media + SEM; tuttera/@ sono state ripetute almeno
cinque volte. | dati sono stati analizzati con URNHEOVA ad una via. Quando
'ANOVA ha rilevato una differenza significativa,valori sono stati confrontati
usando il test LSD e il livello di significativita stato settato a P< 0.05. E’ stato

utilizzato il software Macintosh SPSS 11.

RISULTATI ESPERIMENTO 1
1.1.1 Integrita della membrana plasmatica
| dati sull'integrita di membrana degli spermatogoitati e non sortati prima e dopo

la conservazione sono riassunti nella figura 6.
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Fig. 7. Effetto del sortaggio e della conservazione pe2@ ore sulla vitalita degli spermatozoi
valutata mediante colorazione SYBR-Green/Pl. Sdabt sontati un minimo di 200 spermatozoi
per campione. | dati sono indicati come percentt&@EM di otto replicati. Lettere diverse indicano
valori significativamente diversi, P< 0.05.
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La percentuale di cellule vive e stata influenzeggativamente sia dalla procedura di

sortaggio che dalla conservazione (P< 0.05). ledHr percentuale di spermatozoi

sortati con membrana integra ha subito una dimoneisignificativa dopo la

conservazione allo stato liquido per 24-26 oreatigpa tutti gli altri gruppi.

1.1.2 Esocitosi acrosomiale

| risultati sono riassunti nella tabella n. 1. Largentuale di spermatozoi vivi con

acrosoma intatto (PNA-/PI-) e quella delle celluleve con acrosoma reatto

(PNA+/PI-) non sono state influenzate né dalla eorazione né dalla procedura di

sortaggio rispetto al seme di controllo.

Tabella 1. Effetto del sex-sorting e della conservazione 'esticitosi acrosomiale degli

spermatozoi di suino secondo la colorazione FITGWPR.

Spermatozoi (%) Controllo Oh Sortati Oh Controllo Sortati
24-26h 24-26h

Vivi- acrosoma intatto

(PNA-/PI-) 802+1.3 741+17 776+4F 644+27

Vivi- acrosoma reatto

(PNA+/PI-) 1.3+05 1.7+05 15205 21+1.1

Morti

(P1+) 18,5+ 1.7° 242 +1.4 20.9 +3.9 33.5+3.1"

| dati sono indicati come media £ SEM di cinquelicgti. | valori che presentano lettere diverse

all'interno della stessa linea differiscono in neaisignificativa, P<0.05.
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D’altra parte, il seme sortato conservato per 24626 a 15°C ha mostrato una
riduzione significativa della percentuale di spetgmai vivi con acrosoma intatto e
un aumento del numero di cellule morte (PI+) rispeigli altri gruppi mentre non
sono stati registrati incrementi significativi debmero di spermatozoi vivi con

acrosoma esocitato.

1.1.3 Immunolocalizzazione dellHsp70 e Westerntbitg

| risultati sull'immunolocalizzazione dellHsp70 o presentati nella figura 7. La
procedura di sessaggio ha indotto una riduzioneiifgigtiva (P<0.05) della
percentuale di spermatozoi che mostrano il patteon capacitato e un
contemporaneo aumento delle cellule che presemntapattern capacitato e di cellule

che non presentano alcun segnale.
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Fig. 8. Effetto del sex-sorting e della conservazione 126 ore sulla percentuale di cellule
spermatiche che mostrano differenti pattern dillezazione dellHsp70: pattern non capacitato
(barra bianca), pattern capacitato (barra nerdjenmpareatto (barra a strisce) e cellule negative
(barra grigia). Sono stati letti un minimo di 2Gfeematozoi per ogni campione. | dati sono indicati
come media £ SEM di quattro replicati. Lettere dbeesullo stesso tipo di barre indicano differenze

significative (P<0.05).
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Il seme di controllo conservato allo stato liquider 24-26 ore non ha mostrato
alcuna modificazione nella localizzazione dell’H8piispetto al controllo O h. La
valutazione dell'immunolocalizzazione della Hsp7€gih spermatozoi sortati dopo
24-26 ore di conservazione a 15°C, ha rilevato dinanuzione significativa degli
spermatozoi con pattern capacitato, rispetto alesemalizzato subito dopo la
procedura di sortaggio ed un contemporaneo auniert0.05) delle cellule negative
(nessun segnale) rispetto agli altri gruppi.

Per quanto riguarda il Western blotting (Fig. 8)cantenuto di Hsp70 (espresso in
unita arbitrarie), sia nei campioni di seme sorteh@® nei campioni di seme di
controllo conservato per 24-26 h non ha mostrdteréinze significative rispetto agli
spermatozoi di controllo 0 h, (1315 + 12.0, 1455155, 117.7 = 8.1
rispettivamente) mentre € stata registrata unandimone significativa del contenuto
di Hsp70 negli spermatozoi sortati e conservati2de6 h (73.4 + 11.5).
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Fig. 9. Esempio di Western blot per I'Hsp70. Spermatoamitmllo non sortati (linea 1), sortati
(linea 2), cellule spermatiche non sortate coreterper 24-26 h (linea 3) e sortate conservate per
24-26 ore (linea 4). | pesi molecolari standardgkBono sulla sinistra.

1.2 Fecondazione in vitro

| risultati dell'lVF sono riassunti nelle tabell@ e 3. Quando gli oociti maturati
vitro sono stati incubati per un breve periodo di ter{ibé) con un alto numero di
spermatozoi (rapporto oocita/spermatozoi 1:500@)smno state osservate differenze
all'interno dello stesso giorno (sia a Oh che a24ra gli spermatozoi di controllo e
gli spermatozoi sortati. Gli spermatozoi sortatngervati per 24-26 h hanno fatto
rilevare una diminuzione significativa sia dellargentuale di penetrazione che
dell’efficienza totale dell’inseminazione rispetéd seme a Oh sia di controllo che
sessato.
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Tabella 2. Effetto della procedura di sortaggio e della cova®one sulla percentuale di
penetrazione, sul tasso di normospermia e sultiefiiza totale della fecondazione di oociti maturati

in vitro coincubati per 1 h con un rapporto oocita/ sperawtb: 5000.

Controllo Oh Sortati Oh Controllo Sortati

24-26h 24-26h
% di penetrazione® 62.0+6.5 604+ 63 416+ 6.2 267+ 4.8

% di normospermia®  76.1+5.6 77.3 £ 8.8 83.8+£9.9 91.8+ 3.7

% efficienza totale® 447 +6.6  40.1+2.4 34.2 +5.0¢ 25.0+ 5.7

| dati sono indicati come media + SEM di sette icgil. | valori che presentano lettere diverse
all'interno della stessa linea differiscono in neaisignificativa, P<0.05.

Y humero di oociti penetrati/totale degli inseminati

Znumero di oociti contenenti solo una testa spewaatipronucleo maschile/ totale dei penetrati

% oociti normospermici /totale degli inseminati

Quando la coincubazione tra i gameti € stata esegon un numero inferiore di
spermatozoi per oocita (rapporto oocita/ spermatdzo 100) per una durata
complessiva di 5 ore, non sono stati registrati mamenti significativi nella

percentuale di penetrazione e nell’'efficienza ®taell'inseminazione ottenuta
utilizzando spermatozoi di controllo e spermatoappena sortati, mentre, in seguito
all’utilizzo di spermatozoi sortati e conservatr @4-26 ore, questi parametri hanno
subito un calo significativo rispetto agli altri ugppi. Per quanto riguarda la
percentuale di normospermia, non sono state ratgstiifferenze tra i diversi gruppi

in seguito all’'utilizzo di entrambe le tecnichefeicondazionén vitro.
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Tabella 3. Effetto della procedura di sortaggio e della cova®one sulla percentuale di
penetrazione, sul tasso di normospermia e sultiefiiza totale della fecondazione di oociti maturati

in vitro coincubati per 1 h con un rapporto oocita/ speragwtb: 100.

Controllo Oh Sortati Oh Controllo Sortati
24-26h 24-26h
% di penetrazione® 42.5+5.2 439+23 458 + 4.7 17.5+3.9
% di normospermia® 86.3+4.8 86.6 £2.9 924 +27 97.2+2.7
% efficienza totale® 36.5 +6.1° 39.3+1.9 423 +3.3 17.0+3.2

| dati sono indicati come media + SEM di sette iggl. | valori che presentano lettere diverseirai¥rno
della stessa linea differiscono in maniera sigatfia, P<0.05.

Y humero di oociti penetrati/totale degli inseminati

Znumero di oociti contenenti solo una testa spewaatipronucleo maschile/ totale dei penetrati

% oociti normospermici /totale degli inseminati

DISCUSSIONE ESPERIMENTO 1

La conservazione degli spermatozoi di suino sopatrebbe rivelarsi di estrema

importanza per il trasporto del seme dal sito diagmio alle femmine destinate ad
essere fecondate, stimolando in questo modo ilusiliazo su larga scala; bisogna
pero considerare che in questa specie I'applicazaeila crioconservazione non ha
raggiunto livelli soddisfacenti tali da garantieedroduzione di seme suino congelato
di buona qualita (Bathgate 2008, Bathgate eR80D8). Per questo motivo il seme di
verro, al termine della procedura di sortaggiongisolitamente conservato allo stato
liquido anche se e stato dimostrato come questitsgiezoi perdano rapidamente la
capacita fecondante se viene ritardato il momeetbirdseminazione. Lo scopo di

guesto esperimento e stato quello di avere uliediati sulle caratteristiche morfo-

funzionali degli spermatozoi sortati e conservit atato liquido per un periodo di
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24-26 ore. Parrilla et al. (2005), conservandosgiermatozoi sortati per 10 ore a
17°C, hanno registrato che la percentuale di eelldanneggiate subisce un
incremento proporzionale al tempo di conservazitmeuesto studio, utilizzando la
colorazione SYBR green/Pl, la percentuale di celluve ha subito un calo, anche se
non drammatico, in seguito al passaggio attravérsmofluorimetro e un’ulteriore
diminuzione dopo il periodo di conservazione. Ldumione della percentuale di
cellule vive da noi rilevata dopo la conservazialie stato liquido per 24-26 ore e
risultata piu evidente per gli spermatozoi sortagpetto a quelli di controllo,
confermando come la procedura di sortaggio semtmreacere la sensibilita del
gamete maschile alla conservazione. | nostri asukulla vitalita delle cellule
spermatiche sono in accordo con quelli riportatiGdacia et al. (2007) sull’integrita
di membrana degli spermatozoi sortati e valutabiodd6-18 h di conservazione, se si
tiene in considerazione il tempo piu lungo di cowmaeione (24-26h) da noi
utilizzato. Garcia et al. (2007) hanno pero otterurta percentuale piu alta di vitalita
utilizzando, per riconcentrare il seme dopo il aggio, la tecnica della
sedimentazione piuttosto che la centrifugazioneguesto modo hanno dimostrato
I'effetto benefico della sedimentazione sulle delllspermatiche, anche se in
letteratura sono stati riportati dati contrastamta il numero di spermatozoi che si

possono ottenere mediante questa metodica (Risopeattial., 1995).

Un parametro importante per predire la capacitarfdante del seme e la valutazione
dello stato dell’acrosoma delle cellule spermatieive, poiché solo gli spermatozoi
di suino con gli acrosomi intatti sono in graddegjarsi e penetrare attraverso la zona
pellucida (Fazeli et al., 1997); per questa ragjouona reazione acrosomiale
prematura rende lo spermatozoo incapace di fecendaocita. In questo
esperimento né il sortaggio né la conservazionendamdotto un aumento
significativo della percentuale di cellule vive c@socitosi acrosomiale valutata
mediante la colorazione FITC-PNA/PI. Un aumentdadpkercentuale di positivita
alla lectina é stato invece evidenziato nella papiohe di cellule morte (Pl positive)

(dati non riportati). L’aumento della positivitalaalPNA in questa popolazione
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spermatica € probabilmente dovuto al danneggiamdet® membrane cellulari
piuttosto che ad una reazione acrosomiale premdDanae e stato gia osservato da
Spinaci et al. (2006), la procedura di sortaggioinégrado di provocare la
rilocalizzazione dell’Hsp70 verso i pattern tipaegli spermatozoi capacitati, ma con
il Western blotting non e stato evidenziato alcumsumo di questa proteina in
seguito all'intera procedura. Tuttavia i campioartati e conservati per 24-26 ore
hanno mostrato un aumento del numero delle caliedmtive all’Hsp70, come e stato
osservato mediante I'immunofluorescenza, e un dal@ontenuto di questa proteina,
come e stato evidenziato con il Western blottldga ipotesi per giustificare questi
risultati potrebbe essere il consumo di questaatwapna da parte degli spermatozoi
nel tentativo di mantenere la giusta conformazipnaeica in seguito agli stress
provocati sia dalla procedura di sortaggio cheadatinservazione allo stato liquido;
infatti I'Hsp70 sembra rivestire un ruolo protettivcontro gli stress aiutando |l
ripiegamento, il trasporto e l'assemblaggio dellet@ine (Gething e Sambrook,
1992; Santoro, 2000). Poiché le Hsp degli spernsateengono probabilmente
sintetizzate solo durante la spermatogenesi, pah& avvenga la condensazione
della cromatina, le cellule spermatiche non possospondere allo stress
aumentando l'espressione di queste proteine maposolamente utilizzare le Hsp

provenienti dal pool gia sintetizzato.

Per quanto riguarda le prove di fecondazione, lacemura di sortaggio non ha
influenzato in maniera negativa la competenza fumae degli spermatozoi, la cui
percentuale di penetrazione e l'efficienza totaél’idseminazione sono risultate
simili a quelle ottenute utilizzando il seme di trollo. Questi risultati combaciano
con i dati ottenuti in un precedente lavoro (Spireal., 2005), in cui, dopo I'lVF,

sono state ottenute percentuali simili di blastodsrivanti da inseminazioni con

seme sortato e seme di controllo.

Nelle prove di fecondazione di questa ricerca sat@te utilizzate le stesse

concentrazioni di seme per gli spermatozoi sogation sortati, mentre altri autori
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(Rath et al., 1999) hanno utilizzato per la fecanal®e in vitro un numero dimezzato
di spermatozoi sortati rispetto al controllo alkmpgo di raggiungere percentuali simili
di oociti normospermici. La percentuale di normaspa ottenuta nell’esperimento
1, utilizzando spermatozoi sessati e di contraloisultata simile; si puo ipotizzare
che il plasma seminale (2%) aggiunto al tubo dcoda abbia un effetto stabilizzante
sulla membrana plasmatica, e sia inoltre in gradowertire lo stato di capacitazione
acquisito dagli spermatozoi durante il passaggiawrso il citofluorimetro
(Maxwell et al., 1998).

Inoltre, 1 risultati ottenuti confermano come glpesmatozoi sortati, durante la
conservazione, perdano progressivamente la capfasbndante, poiché e stato
registrato, dopo l'utilizzo di seme sortato consdéov per 24-26 h, un calo
dell’efficienza totale dell’inseminazione e dellarpentuale di penetrazione. Anche
Parilla et al. (2005) hanno riportato una diminaeodella percentuale di
fecondazione evidente in maniera significativa dp@o 5 ore di conservazione allo
stato liquido. Dai risultati da noi ottenuti in e esperimento, il seme sortato, in
seguito ad un periodo di conservazione di 24-26 lsmemantenuto un certo grado di
capacita fecondante in vitro che é risultata sigaiivamente inferiore a quella
ottenuta utilizzando seme appena sortato. Inofjtmndo la coincubazione tra i
gameti e stata eseguita con un rapporto oocitarsgieroi di 1:100 per una durata di
5 ore, e stata registrata una differenza signifiaatsia della percentuale di
penetrazione che dell’efficienza totale dell'inseazione in seguito all'utilizzo di
seme sortato rispetto a quello di controllo, enbaoconservati allo stato liquido per
24-26 ore. Queste differenze, infatti, non sonteséxidenziate nella prima serie di
inseminazioni eseguite incubando i gameti per 1 edausando un rapporto
oocita:spermatozoi di 1:5000. Questi risultati jpoEs essere probabilmente
giustificati dal fatto che l'utilizzo di un numermosi alto di spermatozoi per oocita
puo aver mascherato l'influenza della procedurasatitaggio sulla perdita della
capacita fecondante degli spermatozoi conservidi sthto liquido. Il tasso di

penetrazione ottenutin vitro con gli spermatozoi sortati dopo 24-26 ore di
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conservazione non sono cosi alti come quelli ottedau Garcia et al. (2007) i quali
hanno utilizzato, eseguendo inseminazioni lapamsbe, spermatozoi sortati
conservati per 16-18 h in presenza di plasma séenindegli eterodimeri PSP-I/PSP-
II. Questa discrepanza potrebbe essere stata @avdal prolungamento del periodo
di conservazione del seme fino a 24-26 ore e dditfzo di un numero inferiore di
spermatozoi per mantenere un’alta percentuale dnogpermiain vitro a scapito
della percentuale di penetrazione. Si deve indt#olineare come Garcia et al.
(2007) siano stati in grado di raggiungere unadasscentuale di polispermia grazie
all’effetto modultore dell’ambiente oviduttale sulocesso fecondativim vivo. Una
correlazione positiva tra i livelli di Hsp70 e laalita del seme é stata descritta nella
specie suina da Huang et al. (2000). Inoltre in stumlio precedente Spinaci et al.
(2005) hanno osservato come la presenza nel mediudecondazione di un
anticorpo anti-Hsp70 sia efficace nel ridurre, inodo dose-dipendente, la percentuale
di fecondazione ottenuta utilizzando oociti con Zgellucida e senza zona; per
guesto motivo questo dato puod essere indicativairdipossibile ruolo di questa
proteina nell'interazione tra i gameti. Sulla bdseueste osservazioni e dei risultati
ottenuti in questo esperimento si pud quindi ipEatie che la riduzione dei livelli di
Hsp70 e l'aumento del numero di cellule negativeseovati negli spermatozoi
conservati per 24-26 ore post-sorting, possono ricamte, almeno in parte, al
progressivo calo della capacita fecondante deglinsptozoi sessati.

Per concludere, la conservazione per 24-26 ore siggiimatozoi sortati, sebbene non
sia capace di indurre una spontanea reazione awi@so riduce la vitalita, il
contenuto di Hsp70 e la capacita fecondante dellale spermatiche. Il meccanismo
mediante il quale la procedura di sortaggio e laseovazione allo stato liquido
provocano questi danni agli spermatozoi di verro’ode essere ulteriormente
approfonditi. Infatti una profonda conoscenza delledificazioni indotte da queste
procedure sulle cellule spermatiche, potrebbe argelimportante allo scopo di

minimizzare i danni che compromettono la fertilig&a la funzionalita degli
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spermatozoi di verro e stimolare I'applicazione caipo di queste tecnologie nella

specie suina.

ESPERIMENTO 2
2.1 Effetto degli antiossidanti sugli spermatozailorati e sortati

Allo scopo di valutare l'effetto dell’aggiunta degintiossidanti sugli spermatozoi
colorati con I'Hoechst 33342 per 1h a 35°C, i ceompsono stati diluiti fino ad
ottenere una concentrazione di 1 ¥ $pz/ ml e suddivisi in sei aliquote: (1)
controllo (spermatozoi solo diluiti); (2) falsi @shti (spermatozoi non colorati ma
riscaldati 1 h a 35°C); (3) spermatozoi coloratn ¢doechst 33342; (4) aggiunta di
epigallocatechina-3-gallato (EGCG) (49/ ml) durante la colorazione; (5) aggiunta
di Na piruvato (Na Pyr) (1 mM) + catalasi (Cat) (®¥ml) durante la colorazione;
(6) aggiunta della superossido dismutasi (SOD) (@WV&l) durante la colorazione.
Le concentrazioni di EGCG, NaPyr+Cat e SOD sonte staelte in base ai dati
indicati in letteratura (Roca et al. 2005; Spiretcal., 2008).

Dopo lincubazione con Hoechst sono stati valutageguenti parametri: integrita
della membrana plasmatica, integrita acrosomiatéyaaione delle caspasi e
immunolocalizzazione dell’'Hsp70.

Al fine di valutare l'effetto degli antiossidantulée cellule spermatiche durante la
colorazione e il sortaggio, gli stessi campioniasaetati sottoposti alla procedura di

sortaggio e quindi sono stati esaminati gli stpasametri.

2.2 Effetto dell’aggiunta di sostanze antiossidamon o senza plasma seminale

sugli spermatozoi sortati e conservati per 24 h2Q

Per determinare l'efficacia dell’azione delle sogg antiossidanti e/o del plasma
seminale sugli spermatozoi sortati e conservatPgesre allo stato liquido, il seme di

suino, una volta terminato il processo di sortaggistato risospeso in AndroH¥p e
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frazionato in 8 gruppi: (1) seme conservato serlezanasupplemento; (2) EGCG;
40ug/ml (3) NaPyr (ImM) + Cat (15Ul/ml); (4) SOD 375/wl; (5) 1% plasma
seminale (PS); (6) EGCG gg/ml + 1% PS; (7) + NaPyr (1mM) + Cat ( 15Ul/ml) +
1% PS; (8) SOD (375 Ul/ml) + 1%PS. Le aliquote setade conservate per 24 ore a
15°C. Dopo questo periodo sono state valutatesljrita della membrana plasmatica,
I'integrita acrosomiale, [I'attivazione delle caspas l'immunolocalizzazione
dell’Hsp70.

ANALISI STATISTICA ESPERIMENTO 2

| dati sono presentati come media + SEM; tuttera/@ sono state ripetute almeno
cinque volte. | dati sono stati analizzati con URNHOVA ad una via. Quando
'ANOVA ha rilevato una differenza significativa,valori sono stati confrontati
usando il test LSD e il livello di significativita stato settato a P< 0.05. E’ stato

utilizzato il software Macintosh SPSS 11.

RISULTATI ESPERIMENTO 2
2.1 Effetto degli antiossidanti sugli spermatozmmlorati e sortati di suino
2.1.1 Integrita membrana plasmatica

| risultati sull'integrita della membrana plasmatidegli spermatozoi di verro in
seguito all’aggiunta o meno degli antiossidantiathtie la fase di colorazione con
I'Hoechst 33342 sono riportati nella tabella n. Brisultati riguardanti gli effetti

delle sostanze antiossidanti aggiunte sia duraateodlorazione che durante il
passaggio attraverso il citofluorimetro sono riasisinella tabella n. 5. La
percentuale di cellule spermatiche vive ha subit@ wliminuzione significativa
(P<0.05) dopo 1 h di incubazione a 35°C rispetteeahe di controllo. L'aggiunta del
colorante fluorescente Hoechst 33342 non ha uitegate diminuito il numero delle
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cellule vive, mentre I'aggiunta degli antiossidaiNaPyr+Cat, EGCG, SOD) non ha
apportato miglioramenti alla percentuale di cellgigermatiche vitali rispetto ai
campioni colorati senza la presenza di queste istd a vitalita degli spermatozoi
sortati € risultata significativamente piu bassa0(B5) rispetto a quella degli

spermatozoi di controllo.

2.1.2 Integrita acrosomiale

| risultati riguardanti le percentuali di integritacrosomiale degli spermatozoi
sottoposti a colorazione e all'intera proceduraalitaggio in presenza o assenza di

sostanze antiossidanti sono riportati rispettivaeneelle Tabelle 4 e 5.

Tabella 4. Percentuali medie (£ SEM) delle cellule spermaicbhn membrana plasmatica integra
(colorazione SYBR Green/Pl) e acrosoma intatto ofeaione PSA) dopo la colorazione in

presenza o meno degli antiossidanti.

Trattamento % integrita di membrana | % integrita acrosomiale
Controllo (seme fresco non colorato) 81.1+1.4° 93.8+1.5
Incubati senza colorante 73.5+2.4° 90.8+1.4
Colorati 67.2 2.4 88.7+2.3
Colorati+ EGCG 62.7 £1.9° 89.7+2.6
Colorati + NaPyr + Cat 63.2+3.2° 88.8+2.9
Colorati + SOD 63.5+2.5° 90.7+2.4

| valori che presentano lettere diverse all'intemhglla stessa colonna differiscono in maniera

significativa, P<0.05.
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Non sono state riscontrate differenze significatnaei campioni di controllo e quelli
analizzati in seguito alla colorazione con Hoeobhsalla completa procedura di

sessaggio.

Tabella 5. Percentuali media (x SEM) delle cellule vitali @@zione SYBR Green/Pl), degli
spermatozoi con acrosomi intatti (colorazione P8Apo I'intera procedura di sortaggio con o

senza gli antiossidanti.

Trattamento %integrita di membrana % integrita
acrosomiale
Controllo (seme fresco non sortato) 84.2+1.3° 96.2+0.9
Sortati 75.5%2,2° 96 +0.9
Sortati + EGCG 743 +2.8" 95.8+0,9
Sortati + NaPyr+Cat 73.5+2.1° 94.3+1,4
Sortati+SOD 69.4 + 2.3 941+1,1

| valori che presentano lettere diverse all'intemella stessa colonna differiscono in maniera

significativa, P<0.05.

2.1.3 Attivazione delle caspasi

| risultati che riguardano I'attivazione delle caspsono riassunti nelle Tabelle 6 e 7.
Gli spermatozoi di suino positivi alla colorazioRElC-VAD-FMK hanno mostrato
un segnale molto forte a livello della coda che puo alcuni casi essere

accompagnato da una leggera positivita a livelladesta.

Sono stati identificati 4 pattern:
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- cellule vive (FITC-VAD-FMK negative/PI negative);

- cellule vive con caspasi attive (FITC-VAD-FMK pagd/ Pl negative);
- cellule morte (FITC-VAD-FMK negative/PI positive);

- cellule morte con caspasi attive (FITC-VAD-FMK pins2/ Pl positive).

Dopo la colorazione non sono state evidenziateewdiffze significative della
percentuale di spermatozoi con caspasi attivatei tgauppi analizzati; € stato
registrato un aumento delle cellule FITC-VAD-FMK gitove/Pl positive nei
campioni di seme incubati per 1 h a 35°C con o &eheolorante Hoechst 33342
rispetto al seme fresco di controllo. L’aggiuntlel sostanze antiossidanti durante

I'incubazione con il colorante non ha esercitafetéd benefico sul seme.

Tabella 6. Percentuali medie (xSEM) degli spermatozoi vivnorti con caspasi attivate o meno

dopo la colorazione in presenza o assenza deghsardanti.

Trattamento % Vivi % Vivi: Caspasi + % Morti % Morti: Caspasi +
Controllo 66.2+2.6° 0.7+0.3 19+2.7 14.2+2.8°
Incubati senza colorante 57.2 £5.2% 1+0.6 18.5+4.4 23.3+22°
Colorati 56 +2.9%° 0.5+0.4 18 +3.2 25.6+1.4°
Colorati + EGCG 59.6 + 2.3%° 0.9+0.4 14.3+3.5 25.2+2.4°
Colorati + NaPyr+Cat 53.6 +8.3% 04103 19.6 + 8.7 26.5+3.6°
Colorati + SOD 52.3+4.9° 0.7+0.2 17.7+5.1 29.3+25°

| valori che presentano lettere diverse all'intemhglla stessa colonna differiscono in maniera

significativa, P<0.05.
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Dopo la procedura di sortaggio, e stato registut@umento significativo (P<0.05)
degli spermatozoi FITC-VAD-FMK postivi/PI positivispetto al seme di controllo,

indipendentemente dall’aggiunta degli antiossidanti

Tabella 7. Percentuali medie (+SEM) degli spermatozoi vivi ortncon caspasi attivate o meno dopo la

colorazione e il passaggio attraverso il citoflawiro in presenza o assenza degli antiossidanti.

Trattamento % Vivi % Vivi: Caspasi + % Morti % Morti : Caspasi +

Controllo (seme fresco 72.1+3.8° 0.3+0.6 13.7+2 13.8+3.5°
non sortato)

Sortato 51.5 +9.4%° 0.5+0.5 25+ 3.5 23+8.2°
Sortato + EGCG 52.2 +8.9%° 0.5%+0.3 22.2+6.8 26+1.7°
Sortato + NaPyr+Cat 60.2 + 7.5% 1.5+1.5 18.3+6.5 20.1+2°
Sortato + SOD 45.6+7.9° 1.5+1.3 28.5+5.4 24.4+5.4°

| valori che presentano lettere diverse all'intemhglla stessa colonna differiscono in maniera

significativa, P<0.05.
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2.1.4 Immunolocalizzazione dell’Hsp70

| risultati che riguardano I'immunolocalizzazioneelltHsp70 negli spermatozoi
fissati con metanolo/acetone dopo la colorazionkesertaggio sono riportati nelle
Tabelle 8 e 9. Dopo colorazione con I'Hoechst 33842ata osservata una riduzione
del numero di spermatozoi di suino con pattern oapacitato ed un incremento
parallelo delle cellule presentanti il pattern cago rispetto ai campioni di
controllo. La presenza degli antiossidanti durditteubazione con il colorante, non
ha indotto variazioni significative delle percentul spermatozoi appartenenti ai tre
pattern di localizzazione individuati, in confrontalle percentuali ottenute

analizzando gli spermatozoi colorati senza I'agtgiudegli antiossidanti.

Tabella 8. Media delle percentuali (tSEM) degli spermatozoisdino che mostrano pattern
differenti di localizzazione dellHsp70 (non capatb, capacitato, reatto o negativo) dopo la

colorazione in presenza o meno delle sostanzesaidemti.

Trattamento % Pattern non % Pattern % Pattern reatto % Negativi
capacitato capacitato

Controllo(seme 74.5 +1.3° 20+ 1.6° 0.6 +0.3° 4.9+0.9°

fresco non colorato)

Incubato senza 52 +5.5% 41.1+5.5% 1.6 +0.6™ 5.3+1.4°

colorante

Colorato 41+10.9° 46+9.8° 41413 9+22%

Colorato + EGCG 48 +12.1° 35+10.1% 5.1+1.8 11.9+0.9™

Colorato + NaPyr+Cat 33.1+7.6° 47.1+9.1° 43+1.6° 15.5 +3.1°

Colorato + SOD 343+8.1° 47.4+7.6° 5+1° 13.4+2.2™

| valori che presentano lettere diverse all'intemhglla stessa colonna differiscono in maniera

significativa, P<0.05.
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Dopo la procedura di sortaggio (Tab. 9), confrodtanrisultati con quelli ottenuti

nelle cellule spermatiche non sortate, si € evidgmzuna diminuzione significativa
della percentuale di spermatozoi con pattern npaatato, un aumento delle cellule
con il pattern capacitato e degli spermatozoi cessun segnale (negativi). L’azione
delle sostanze antiossidanti durante la colorazen& procedura di sortaggio si e

rivelata incapace di prevenire le modificazioni paitern del’Hsp70.

Tabella 9. Media delle percentuali (tSEM) degli spermatozoisdino che mostrano pattern
differenti di localizzazione dellHsp70 (non capatd, capacitato, reatto o negativo) dopo la
colorazione e il sortaggio in presenza o in asseizostanze antiossidanti. | valori che presentan

lettere diverse all'interno della stessa colonriiedscono in maniera significativa, P<0.05.

Trattamento % Pattern non % Pattern % Pattern % Negativi
capacitato capacitato reatto
Controllo (seme fresco 76.1+3.2° 19.3+3.4° 0.3+0.3 4.4+0.6°

non sortato)

Sortato 15.1+7.6° 65.3+11.5° 1.2+0.8 18.5+3.4°
Sortato + EGCG 229+1.3° 55.7 +3.5° 33+26 18.1+2.9°
Sortato + NaPyr+Cat 19.9+6.9° 58.4+4.1° 1405 20.7+2.6°
Sortato +SOD 13.9+7.7° 63.5+9.5° 42+1.7 18.4+3.9°
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2.2 Effetto dell’aggiunta di sostanze antiossidarmon o senza plasma seminale

sugli spermatozoi sortati e conservati per 24

2.2.1 Integrita della membrana plasmatica

| dati sull'integrita di membrana degli spermatogortati e conservati 24 h a 15°C
sono riportati nella Tabella 10. La conservaziolhe stato liquido del seme sortato
ha ridotto in maniera significativa (P<0.05) la gentuale di cellule vive. Tuttavia,
dopo 24 h di conservazione, e stato riportato uneaio significativo (P<0.05) della
vitalita nei campioni di seme in cui erano statgiagti SOD o EGCG e plasma
seminale, rispetto ai campioni di seme sortato @wagdi senza alcun supplemento.
Inoltre e stata evidenziata la tendenza dei campmmservati con plasma seminale e
antiossidanti a presentare una percentuale @udattellule spermatiche vive rispetto

ai corrispettivi campioni conservati in presenzhedsole sostanze antiossidanti.

2.2.2Integrita acrosomiale

| risultati sull'integrita dell’acrosoma delle celé spermatiche sortate conservate 24
h con antiossidanti e/o plasma seminale sono apomella Tabella 10. Dopo il
periodo di conservazione di 24 h, e stato evidéozima calo significativo della
percentuale di spermatozoi presentanti acrosonadtontlL’aggiunta delle sostanze
antiossidanti non ha apportato alcun miglioramealla percentuale di integrita

acrosomiale.
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Tabella 10. Effetto degli antiossidanti e del plasma seminaldlintegrita di membrana
(colorazione SYBR-Green /PI) e sull'integrita aanosale (colorazione PSA) degli spermatozoi
sortati e conservati per 24 h a 15°C.

Trattamento % integrita di membrana % integrita acrosomiale
Controllo (seme sortato Oh) 75.5+2.2° 96.5+1°
Conservato 51.6+2.1° 81.5+4.3"
Conservato + NaPyr+Cat 53.7+1.7% 79.7+2.7°
Conservato + EGCG 50.3+1.7° 74.8+1.5°
Conservato + SOD 52.2+1.9° 81+6.7°
Conservato + SP 55+ 2™ 80.6 + 5"
Conservato + SP + NaPyr+Cat 55.4+1.7% 773+2.2°
Conservato + SP + EGCG 58.2 +1.9° 77.1+25°
Conservato+ SP + SOD 58.7 + 1.6° 80.4+ 3.4°

| valori che presentano apici diversi all'interno della stessa linea differiscono in maniera significativa,

P<0.05.

2.2.3 Attivazione delle caspasi

Non sono state registrate differenze significatiebe percentuali di spermatozoi vivi

con 0 senza caspasi attivate tra i diversi grapplizzati (Tab. 11).

Gli antiossidanti non sono stati in grado di in@uwin calo del numero degli
spermatozoi vivi con caspasi attive (FITC-VAD-FMKogitivo/Pl negativo). |
campioni addizionati con I'antiossidante EGCG, isigoresenza che in assenza del

plasma seminale, hanno mostrato una riduzione g@ellaentuale di cellule morte
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FITC-VAD-FMK positive rispetto ai campioni di sensertato e conservato senza

alcuna integrazione.

Tabella 11. Effetto degli antiossidanti e del plasma semirsaléa percentuale di spermatozoi vivi
0 morti con caspasi attivate 0 meno dopo 24 omwdservazione a 15°C pasirting

Trattamento % Vivi % Vivi: Caspasi + % Morti % Morti : Caspasi +
Controllo (seme sortato 51.5+9.4 0.5+0.5 25.1+3.5® 23+8.2%
0h)

Conservato 50+ 4.9 2+1.2 15.7+5° 323+24°
Conservato + NaPyr+Cat 48.3+2.5 22+13 21.9+3.3% 27.7+1.8™
Conservato + EGCG 53.6+9.6 0.5+0.5 31.3+9.5° 14.6 + 0.6™
Conservato + SOD 51+5.8 0.7+0.4 25.7+5.3% 22.6+0.8%"
Conservato +SP 575+6 0.7+0.5 19.5+2.2% 22.4+4.2%
Conservato + SP + 56.6 + 4.8 1.2+0.7 15.9+2.7° 26.3 +3.5™
NaPyr+Cat

Conservato + SP + EGCG 56+5.2 0.2+0.2 25.6+2.7%° 18.2 +2.9%
Conservato + SP + SOD 47 +3.6 1.3+0.6 26 +4.4%° 25.8+1.7*

| valori che presentano lettere diverse all'interdella stessa linea differiscono in maniera

significativa, P<0.05.
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2.2.4 Immunolocalizzazione dell’Hsp70

La Tabella 12 mostra i risultati del'immunolocaazione dell’Hsp70 sulle cellule
spermatiche sortate e conservate con o senza @ddof e/o plasma seminale.
L’'immunofluorescenza effettuata sugli spermatopoiagi fissati in metanolo/acetone
dopo 24 ore di conservazione a 15°C, non ha evid&nalcuna modificazione della
percentuale di cellule presentanti il pattern napacitato. D’altra parte, € stata
registrata una diminuzione del numero di spermatoan pattern capacitato ed un
aumento parallelo delle cellule caratterizzateadakrdita del segnale fluorescente
rispetto ai campioni analizzati subito dopo avdmteula procedura di sortaggio.
L’aggiunta di sostanze antiossidanti non é staggrado di prevenire i cambiamenti

di localizzazione della chaperonina.
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Tabella 12.Effetto degli antiossidanti e del plasma semisalée percentuali di spermatozoi sortati

che mostrano differenti pattern di localizzazioreI’dsp70 (non capacitato, capacitato, reatto o

negativo) dopo 24 h di conservazione a 15°C.

Trattamento % Pattern non % Pattern % Pattern % Negativo
capacitato capacitato reatto

Controllo (sortato 0 h) 11,6 +4,6 70,6 + 4,5° 2,7+1,1° 15,1 +1,3°

Conservato 11,8 +4,2 33+5,1° 3,2+1% 52 +5,2°

Conservato + 12,6 +5,4 30,2 +2,5° 4,4+ 1,2 52,8 4,5

NaPyr+Cat

Conservato+ EGCG 15,7 +5,7 35,8+4,8° 4,7 +1,9° 438 +6,1°

Conservato+ SOD 10+ 6,4 31,6 +4° 4,2 +1,3%" 54,2 + 6,4

Conservato+SP 10,8 + 3,3 32,7+2,4° 7,4+ 2% 49,2 + 6,4

Conservato+ SP + 11,2 +4,3 343 +2° 7,6+2° 47 +5,7°

NaPyr+Cat

Conservato+ SP + 9+2,9 41,2 + 5,9 82+1,9° 41,7+6°

EGCG

Conservato + SP + SOD 17,1+4,5 33+3,6° 72+1,1% 42,8 6,6

| valori che presentano lettere diverse all'interdella stessa linea differiscono in maniera

significativa, P<0.05.
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DISCUSSIONE ESPERIMENTO 2

In questo secondo esperimento e stato valutatéettef dell’aggiunta di sostanze
antiossidanti durante le differenti fasi previsédla procedura di sortaggio, allo scopo
di ridurre e di minimizzare I'effetto dannoso defityress ossidativo sulla qualita del
seme sortato e conservato allo stato liquido. Wbazione di 1 h a 35°C ha indotto
sulle cellule spermatiche un aumento del numermetiule morte, mentre I'aggiunta
del colorante fluorescente Hoechst 33342 non laiatmente influenzato la vitalita
del seme. Quindi la diminuzione della vitalita seabssere probabilmente causata
dallaumento della temperatura e dalla diluizior® seme piuttosto che dall’azione
diretta del colorante fluorescente sulle cellulergmtiche. Questi risultati sono
diversi da quelli ottenuti da Vazquez et al. (2002fuali non hanno osservato
differenze nella motilita e nella capacita fecortdastegli spermatozoi di suino dopo
incubazione con il colorante Hoechst 33342, allanceotrazione solitamente
utilizzata per il sortaggio, mentre sono comparaaih quelli ottenuti da Maxwell et
al. (1998), i quali hanno invece registrato unaidumione della vitalita e della
motilita indotti dal riscaldamento in presenza delorante; anche Spinaci et al.
(2006) hanno evidenziato una riduzione significatigdella vitalita delle cellule
spermatiche di verro dopo 1 h di incubazione cordHet rispetto alle cellule di

controllo.

| campioni, incubati per 1 h a 35°C sia in asseri&in presenza del colorante, non
hanno mostrato alterazioni del numero di spermatmzo le caspasi attivate e con gli
acrosomi intatti rispetto al controllo, mentre hanmostrato modificazioni della
localizzazione della heat shock protein 70. L'H§pé7una chaperonina coinvolta nel
mantenimento della corretta conformazione proteigalla stabilizzazione dei
precursori proteici non ripiegati, negli spostameai¢lle proteine e nella loro
translocazione attraverso la membrana (Gething mb&sok, 1992). Oltre alla
funzione protettiva contro gli agenti stressantiegfa proteina sembra ricoprire un

ruolo essenziale nella capacita dello spermatozdecdndare I'oocita mediante la
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sua rilocalizzazione in seguito alla capacitazierala reazione acrosomiale (Huang
et al., 2000; Matwee et al., 2001; Spinaci et26lQ5Db).

Per quanto riguarda la localizzazione dell’Hsp7f¢clubazione per 1 h a 35°C, con o
senza colorante, ha indotto un aumento delle eefipermatiche che presentavano il
pattern capacitato; questa modificazione sembradgussere stata provocata dalla
diluizione e dal riscaldamento piuttosto che dadl'33342. Infatti variazioni di
temperatura minime possono modificare in maniersiderevole lo stato fisico dei
lipidi di membrana, i quali costituiscono un putitico per il rimodellamento della
membrana plasmatica (Yanagimachi, 1994). L’'aggiulgle sostanze antiossidanti
(EGCG, SOD, Na Pyr + Cat) durante la coincubazamreil colorante, non ha sortito
alcun effetto sulla vitalita, I'integrita acrosor@a I'attivazione delle caspasi e la
distribuzione dell’Hsp70 delle cellule spermatiche. stress provocato dalla fase di
colorazione e dal seguente processo di sortaggiorid@to la vitalita degli
spermatozoi, ha aumentato il numero di cellule enodn le caspasi attivate, mentre
non ha modificato in maniera significativa la pertcele di integrita acrosomiale.
Come e stato gia osservato da Spinaci et al. (2@0@®yocedura di sortaggio ha
indotto una rilocalizzazione dell’Hsp70 verso itpat che si manifestano tipicamente
negli spermatozoi capacitati. Questa osservaziong&eona l'induzione, da parte del
processo di sortaggio, di cambiamenti a livelloladekellula spermatica che alcuni
autori (Maxwell e Johnson, 1997) hanno definito roazioni simil-capacitative.
Infatti il sortaggio sottopone gli spermatozoi asiadi diluizione molto elevati che
rimuovono quasi completamente alcune proteine clygscano da fattori
decapacitanti, gli antiossidanti naturali che samportanti per la riduzione della
produzione dei ROS e altri componenti essenziadisg@mti nel plasma seminale
coinvolti nel preservare lintegrita morfo-funzideadelle cellule spermatiche
(Maxwell e Johnson, 1999). Ad ogni modo, quando sglermatozoi sono stati
sottoposti allazione stressante del sorting, nesstdegli antiossidanti utilizzati é
stato in grado di migliorare i parametri qualitatielle cellule spermatiche. Bisogna

anche sottolineare che, utilizzando il protocollevisto per sortare il seme suino,
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abbiamo aggiunto il plasma seminale al fluido ingluspermatozoi sortati sono stati
raccolti (catch fluid); questa integrazione potreldver mascherato I'azione delle

sostanze antiossidanti addizionate.

La conservazione allo stato liquido sembra favoniegli spermatozoi di suino dei
pericolosi cambiamenti perossidativi e fenomeniilsapoptotici che portano alla
diminuzione della motilita e della vitalita, a mbdazioni della permeabilita di
membrana e anche ad un incremento del numeroldiecepermatiche con un basso

potenziale di membrana mitocondriale (Kumaresai. e2009).

Dopo 24 h di conservazione, gli spermatozoi diwesrtati hanno mostrato un calo
della percentuale di cellule con la membrana plésmantegra rispetto al seme
valutato subito dopo il sortaggio e lI'aggiunta gEsma seminale ha condizionato,
anche se non in maniera significativa, la vitatiglle cellule spermatiche sortate e
conservate. Questi risultati concordano con quéiénuti da Parrilla et al. (2005), i
guali hanno registrato un calo della vitalita dalehotilita del seme sortato gia dopo
10 h di conservazione a 18°C. L’aggiunta delle sulstanze antiossidanti non ha
indotto un aumento della percentuale di cellulaalvittuttavia addizionando ai
campioni di seme sortato il plasma seminale coCE o la SOD e stato registrato
un aumento significativo della percentuale di delhive rispetto al seme sortato e
conservato senza alcuna integrazione. Grazie atajueso si puo ipotizzare che
I'azione di questi antiossidanti riesca ad ampdifec I'effetto positivo che il plasma
seminale esercita sulle cellule spermatiche soréateonservate. Un’interazione
positiva significativa tra il plasma seminale e antiossidante (Vitamina E) e stata
gia riportata da Pérez-Pé et al. (2001) durantmfeservazione allo stato liquido di

seme di ariete.

Dopo 24 ore di conservazione, non sono state casedifferenze, tra tutti i gruppi,

nella percentuale di spermatozoi vivi con le casgitivate.

Tuttavia, il calo significativo del numero di cdBuspermatiche sortate morte FITC-

VAD-FMK positive, valutato dopo la conservazion@ presenza di EGCG con o
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senza il plasma seminale, pud suggerirci un pdsesiminvolgimento di questo
antiossidante nel ridurre l'attivazione delle caspQuesti dati sono in accordo con lo
studio eseguito da Katunuma et al. (2006) i quahno evidenziato il ruolo di
inibitore specifico delle caspasi 3, 7 e 2 dellE@QGurante I'induzione sperimentale
del processo apoptotico. Per quanto riguarda gnitiie acrosomiale, nei campioni
conservati per 24 ore é stata evidenziata una diione della percentuale di cellule
con acrosoma intatto se confrontate con il semersggortato. Questi risultati non
sono completamente in accordo con quelli otteneitpnmo esperimento, in cui non
e stato osservato un incremento dell’esocitosi srmale dopo 24-26 ore di
conservazione del seme sortato. Queste discremome probabilmente dovute ai
diversi metodi di colorazione usati: I'utilizzo guesto esperimento della PSA nelle
cellule permeabilizzate permette l'individuazione tdtti gli spermatozoi con
acrosoma danneggiato e non solo delle cellule sjperhe andate incontro
spontaneamente alla reazione acrosomiale. Cicelgmér costituire, almeno in parte,
la ragione per la quale i nostri dati sono discotideon quelli di Klinc et al. (2007).
In questo esperimento, non abbiamo osservato fgitieprotettivi delle sostanze
antiossidanti sull'integrita acrosomiale in seguio conservazione post-sorting,
mentre Klinc et al. (2007) hanno registrato unaidimione significativa degli
spermatozoi bovini vivi con acrosomi esocitati doponservazione a 15°C in
presenza degli antiossidanti catalasi e Na PyruvBfittavia, bisogna sottolineare
come l'azione benefica degli antiossidanti sembossgdere una forte speci-
specificita. Nel nostro laboratorio sono stati &éfati ulteriori esperimenti (dati non
pubblicati) in cui € emerso come 'EGCG abbia ueted dannoso sugli spermatozoi
sortati di bovino, mentre la SOD, il Na Pyruvatdaecatalasi siano in grado di
migliorare i parametri qualitativi di queste cedlulln questo esperimento invece
abbiamo osservatao come gli spermatozoi di suin@tssiano sensibili all'azione
benefica del plasma seminale associato a SOD o E@@@nte il periodo di

conservazione, mentre il Na piruvato e la catalasi siano stati in grado, neanche in
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presenza del plasma seminale, di sortire un eff@totettivo sulle cellule

spermatiche.

L’inefficacia dell'aggiunta di sodio piruvato e ¢l catalasi nel prevenire il
deterioramento delle caratteristiche qualitativibedeellule sortate di suino durante la
conservazione, € stata registrata anche da Groggf@07) il quale, addizionando
’Androhep con questi due sostanze antiossidanti mercaptoetanolo, non ha
evidenziato nessun miglioramento della motilitzetadmorfologia degli spermatozoi

analizzati 24 e 120 h post-sorting.

Gli spermatozoi sortati di suino dopo 24 ore dismwazione hanno mostrato una
perdita del segnale fluorescente per [I'Hsp70 osdarv mediante
'immunofluorescenza. Questo dato lo abbiamo giadexwziato nel primo
esperimento, dove abbiamo visto, mediante Westlatitinlg, essere associato alla
contemporanea diminuzione del contenuto di Hsp#thi@&mo gia detto che questa
perdita potrebbe essere interpretata come una goasea del consumo di questa
proteina indotto dallo stress ossidativo duranteptacedura di sortaggio e il
conseguente periodo di conservazione a 15°C. Leddgi degli antiossidanti, in
assenza o in presenza del plasma seminale, noata sifficiente a ridurre la

percentuale di spermatozoi con segnale negativbHsy70.

In conclusione, si puo affermare che mentre la SOIEGCG associati al plasma
seminale sembrano avere un’azione compensatonqaotizione sugli spermatozoi
conservati dopo il sortaggio, I'azione degli argidanti si € dimostrata inefficace a
prevenire i danni indotti durante i primi step pstvdalla procedura di sortaggio. Ad
ogni modo l'identificazione di sostanze antiosstdam grado di avere un effetto
protettivo sulle cellule spermatiche appartenentiegcuna specie € essenziale alla
messa a punto di nuovi protocolli di sortaggio see al fine di migliorare le
caratteristiche morfo-fisiologiche del seme ses&atuinimizzare i danni ossidativi
responsabili del crollo della capacita fecondantglid spermatozoi sortati e
conservati.
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ESPERIMENTO 3

3.1 Valutazione dei parametri qualitativi del serdesuino fresco e sortato

conservato allo stato liquido o0 mediante incapsutaz.

In questo esperimento sono stati analizzati | setygeattro gruppi:
(1) controllo (seme diluito 1:1 in AndrohBpMinitub, Tiefenbach, Germany);
(2) capsule (seme tal quale incapsulato);
(3) sortato diluito (seme sessato e ripreso in Anelbh+ plasma seminale
omologo);
(4) sortato capsule (seme sessato, ripreso in plassnanale omologo e
incapsulato).
La valutazione qualitativa degli spermatozoi apgaenti ai quattro gruppi € stata
effettuata analizzando l'integrita di membranangegrita acrosomiale al momento
del prelievo del campione e dopo 24, 48 e 72 oreodservazione. L'integrita di

membrana e stata valutata anche a 144 ore dal momelnprelievo.

3.2 Valutazione della capacita fecondante del sesngato di suino conservato allo
stato liquido o incapsulato.
Il test di fertilizzazione in vitro e stato effe#ito utilizzando spermatozoi sortati, sia

conservati allo stato liquido che incapsulati, d@dp48 e 72 ore di conservazione.

ANALISI STATISTICA ESPERIMENTO 3

Per valutare le percentuali di integrita di membrafvitalita) e di integrita
acrosomiale dei quattro gruppi di trattamento iamati, (1- controllo; 2- capsule; 3-
sortato capsule; 4- sortato diluito) e stata appdicuna analisi della varianza
(ANOVA) a 2 vie, considerando tempo e trattamerdme fattori fissi e utilizzando

il test di Tukey per confronti multipli. Il rischiespresso come Odds Ratio (OR) della
fecondazionen vitro di ovociti, con materiale seminale sortato conatnallo stato
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liquido o incapsulato, € stato valutato mediantgessione logistica (Poisson) a tre
vie considerando il tempo di incubazione, il veerd trattamento (incapsulazione)
come variabili indipendenti. L'OR di un determinatenomeno dicotomico (nel
nostro caso la fecondazione dell’'oocita) € espressb esempio, dal rapporto
(frequenza relativa in cui il fenomeno si & veafit con materiale seminale
incapsulato) / (frequenza relativa in cui il fenamesi € verificato con materiale
seminale non incapsulato). L’'analisi di regressitogistica ha quindi permesso di
valutare l'efficacia della tecnologia di incapsuta® nel favorire la fecondazione
dell’ovocita, la normospermia o la polispermia (abili risposta).

Un OR viene solitamente indicato come stima puetual come intervallo di
confidenza al 95%; questo identifica ramgedi valori che includono anche il valore
“reale”, questo valore consente di verificare Igndicativita statistica dei risultati.
Un intervallo di confidenza che contenga il val@rendica la medesima probabilita
che la fecondazione dell'ovocita avvenga sia cameséncapsulato che con seme
diluito, e come tale I'OR viene considerato nomsgigativo.

Le variabili risposta, o variabili dipendenti, ottée dall’analisi di regressione
logistica sono 1) oociti non penetrati/oociti tat&) oociti polispermici/oociti totali,
3) oociti normospermici/oociti totali, 4) oociti petrati/oociti totali, 5) oociti

normospermici/oociti fecondati.

RISULTATI ESPERIMENTO 3

3.1 Valutazione dei parametri qualitativi del sendi suino fresco e sortato

conservato allo stato liquido o0 mediante incapsutaz.
3.1.1 Integrita della membrana plasmatica (vital)ta

| risultati sull’integrita della membrana plasmatidegli spermatozoi di controllo e
sortati conservati allo stato liquido o incapsusatno riportati nella Tabella 13.
Questi dati evidenziano una riduzione significatidalla vitalita spermatica del

gruppo “capsule” rispetto al “controllo”. L'incapsizione del materiale seminale
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provoca un’iniziale riduzione dei valori di integridi membrana di circa il 20%

(tempo 0) ed il successivo raggiungimento diplateaudei livelli di vitalita a 24h.

Per il gruppo “sortato capsule” e possibile ossena stesso andamento del gruppo

“capsule”, ovvero, al tempo O valori di vitalitafeniori rispetto al gruppo “sortato

diluito” ed una successiva stabilizzazione delleceetuale di spermatozoi vitali (Fig.

9). In termini di vitalita percentuale non esistedifferenza significativa tra i gruppi

“sortato diluito” e “sortato capsule”.

Tabella 13. Sono riportati i valori della vitalita percentuateedia, estrapolata da tutta la curva

(Vitalita %) e a sole 72h (Vitalita % 72h), di otas gruppo di trattamento con i corrispondenti

valori di deviazione standard (Dev. St.).

Gruppi di Vitalita% | Dev. St. | Vitalita% 72h | Dev. St.
trattamento
Controllo 82.38 7.70 75.59 8.88
Capsule 62.69 10.70 55.1% 11.32
Sortato diluito 55.12 16.66 39.98 14.38
Sortato capsule 52.061 10.02 44.3% 11.72

A lettere diverse corrispondono differenze sigaitiice tra i gruppi (p<0.05).
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Fig. 10. Vitalita percentuale degli spermatozoi dei 4 giughi trattamento valutata a 0, 24, 48, 72 e

144 ore dal prelievo del materiale seminale.
A lettere diverse corrisponde una differenza stiaimente significativa (P<0.05). Le lettere

presenti nel grafico si riferiscono esclusivamemitealori di vitalita a 72h.

3.1.2 Integrita acrosomiale

Nella Tabella 14 sono riportati i valori percentumedi di integrita acrosomiale dei

quattro gruppi di trattamento. Le cellule sperntaiadi controllo sottoposte ad
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incapsulazione hanno mostrato una diminuzione fgiva dell'integrita
acrosomiale rispetto al seme di controllo diluito.

La procedura di sortaggio ha provocato un caloifsogtivo della percentuale di
cellule che presentano I'acrosoma integro sia aeyponi diluiti che nei campioni
incapsulati in confronto sia al seme di controliquido che incapsulato. La
percentuale di spermatozoi aventi membrana acr@senmtegra € superiore nel
gruppo “sortato diluito” rispetto al gruppo “sodatapsule”; il Test di Tukey non ha
pero evidenziato differenze significative tra quesite gruppi. Dopo 72 ore di
conservazione a 15°C, gli spermatozoi sortati cmasiesia allo stato liquido che
mediante incapsulazione hanno mostrato una dinenezsignificativa del numero di
cellule con acrosoma integro rispetto al seme dirotio diluito ma non rispetto a

guello incapsulato (Fig. 10).

Tabella 14. Sono riportati i valori di integrita acrosomialerpentuale media, estrapolata da tutta la
curva (Integr. Acros.%) e a 72h (Integr. Acros. @h){ di ciascun gruppo di trattamento con i

corrispondenti valori di Deviazione Standard (D8).

tg{; ﬁ:ﬁ“eg,'[o % Integr. Acros. | Dev. St. & Inte%.hAcros. Dev. St.
Controllo 96.78 2.21 96.73 2.22
Capsule 88.10 9.52 82.19 13.93
Sortato diluito 80.03 12.83 74.3% 12.17
Sortato capsule 74.25 11.88 66.07 10.83

A lettere diverse corrispondono differenze sigiaifice tra i gruppi (P<0.05).
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Fig. 11 Integrita acrosomiale percentuale degli sperntatdei 4 gruppi valutata a 0, 24, 48 e 72
ore dal prelievo del materiale seminale. Il grafrqmorta sull’asse delle ascisse il tempo (ore) e
sull’asse delle ordinate la % di spermatozoi comim@na acrosomiale integra.

A lettere diverse corrisponde una differenza dieimente significativa (P<0.05). Le lettere

presenti nel grafico si riferiscono esclusivameaitealori di integrita acrosomiale a 72h.
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3.2 Valutazione della capacita fecondante del sesndato di suino conservato allo
stato liquido o incapsulato.

Mediante l'analisi di regressione logistica € staatutato I'effetto del trattamento,
del verro e del tempo sulle potenzialita fecondamtvitro del materiale seminale
sessato diluito e incapsulato. L’'analisi statistiba evidenziato un’influenza
significativa (p<0.0001) delle tre variabili indpgenti e categoriche: trattamento,
verro, tempo. Le variabili risposta, o variabilpdndenti, considerate nell’analisi di
regressione logistica sono: la percentuale di panene (oociti penetrati/numero
totale inseminati), I'efficienza totale della fectazione (oociti normospermici/totale
inseminati) e il tasso di normospermia (oociti nosmermici/oociti

penetrati)(Tab.15). Nella Tabella sono riportatalori di OR medio e rispettivo

intervallo di confidenza al 95% delle tre variabiidipendenti considerando come
variabile di risposta il rapporto oociti penetradi¢iti totali. Tutti le associazioni

risultano avere significativita statistica.

Tabella 15. Analisi di regressione logistica. Variabile rispusOociti penetrati/Oociti totali. Odds

Ratio medio (OR), Intervallo di confidenza al 9586 ©5%) e significativita statistica (p value).

Variabile indipendente OR IC 95% p value
Trattamento| Sort CPS/Sort Dil 0.271 | 0.198-0.370 p<0.0001
Verro Verrol/Verro2 0.127| 0.092-0.174 p<0.0001
Tempo 24/72h 10.656) 5.498- 20.653 p<0.0001
48/72h 9.933| 5.210-18.940 p<0.0001

| risultati riportati nella Tabella 15 confermangiecedenti dati. Infatti i valori di
OR<1 delle variabili trattamento e verro, confermale migliori capacita di
penetrazione degli spermatozoi non incapsulatieéepati dal verro 2. Gli OR medi

riferiti alla variabile tempo invece hanno valaupgriori a 1, a conferma del fatto che
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il rapporto n°oociti penetrati/n°oociti totali € pramente maggiore ai tempi 24 e 48h
rispetto al tempo 72h.

Nella Tabella 16 sono riportati i valori di OR mede rispettivo intervallo di
confidenza al 95% delle tre variabili indipendeatinsiderando come variabile di
risposta il rapporto oociti normospermici/oocitiseminati totali (efficienza totale
della fecondazione). Solo I'associazione Verrolf@2rrisulta avere significativita

statistica.

Tabella 16.Analisi di regressione logistica. Variabile rispnsDociti normospermici/Oociti totali.
Odds Ratio medio (OR), Intervallo di confidenza9aP6 (IC 95%) e significativita statistica (p

value).
Variabile indipendente OR IC 95% p value
Trattamento| Sort CPS/Sort Dil 0.817 0.586 — 1.139 p=0.232
Verro Verrol/Verro2 0.399 0.283 - 0.561 p<0.0001
24/72h 2.517 1.276 — 4.964 p=0.057
Tempo
48/72h 2.762 1.427 — 5.346 p=0.0074

Nella Tabella 17 sono riportati i valori di OR mede rispettivo intervallo di
confidenza al 95% delle tre variabili indipendeatinsiderando come variabile di
risposta il rapporto oociti normospermici/oocitingérati (tasso di normospermia).
Gli OR medi riferiti alla variabile indipendentem@o non sono statisticamente
significativi.

| risultati illustrati fino ad ora indicano un minérischio” di fecondazionen vitro
utilizzando materiale seminale sessato incapsulaopstante questo, il rapporto
oociti normospermici/oociti penetrati (tasso di mospermia) e significativamente

superiore nel gruppo “sortato capsule” rispettgrappo “sortato diluito”.

104



Tabella 17. Analisi di regressione logistica. Variabile rispnstOociti normospermici/Oociti
fecondati. Odds Ratio medio (OR), Intervallo di fidenza al 95% (IC 95%) e significativita

statistica (p value).

Variabile indipendente OR IC 95% p value
Trattamento, Sort CPS/Sort Dil 3.429 | 2.130-5.519 p<0.0001
Verro Verrol/Verro2 3.284| 1.950-5.529 p<0.0001
24/72h 0.105| 0.021-0.511 p<0.0081
Tempo
48/72h 0.112| 0.023-0.541 p=0.0139

E’ quindi possibile asserire che il rischio di ppkermia e significativamente minore
per gli spermatozoi incapsulati rispetto a qualliid, indipendentemente dal tempo
di conservazione.

Nella Figura 11 é rappresentato 'andamento teaipadella percentuale di oociti
fecondatiin vitro con materiale seminale sessato diluito ed incapsubfl tempo 24h
la percentuale di oociti fecondati con spermatadsli gruppo “sortato capsule” e,
rispetto al gruppo “sortato diluito”, inferiore de€i5%. Durante il periodo di
conservazione pero il divario tra i due gruppiiduce fortemente; infatti dopo 72h la

percentuale di oociti fecondati con spermatozoidiei gruppi € paragonabile.
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Fig. 12. Percentuale di oociti fecondati dopo test di felamionein vitro con spermatozoi del
gruppo “sortato diluito” e “sortato capsule”. Illeee n indica il numero totale di oociti sottopoesti

test di fecondazionia vitro.

Nella Figura 12viene confrontata I efficienza totale dell'inseramione dopo test di
fecondazionein vitro con spermatozoi del gruppo “sortato capsule” ertéso
diluito”. Nonostante le differenze esistenti trgruppi “sortato capsule” e “sortato
diluito” in termini di capacita di penetrazione et@nzialita fecondantn vitro, i due
gruppi non presentano differenze dal punto di vistell'efficienza totale

dell'inseminazione.
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Fig. 13. Il grafico riporta sullasse delle ascisse le ersull’asse delle ordinate la % di oociti
normospermi sul totale degli oociti inseminati i@énza totale inseminazione) dopo test di
fecondazionen vitro con spermatozoi del gruppo “sortato diluito” ertato capsule” Il valoren

indica il numero totale di oociti sottoposti alttdsfecondazionén vitro.
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DISCUSSIONE ESPERIMENTO 3

Nell'ultimo decennio la comunita scientifica haaito sempre maggiore attenzione
allo sviluppo di nuove tecnologie riproduttive mefipecie di interesse zootecnico. La
specie suina € pero caratterizzata da gameti niasehsibili allossidazione, alla
diluizione ed allo shock termico in grado di proace danni che si acuiscono durante
la conservazione del materiale seminale; per quiisti motivi le ricerche sono state
indirizzate all'ottimizzazione delle procedure donservazione nel tentativo di
minimizzare il peggioramento delle caratteristigherfo-fisiologiche delle cellule
spermatiche.

L’'incapsulazione del materiale seminale ha trovatapio sviluppo in ambito
biotecnologico in quanto risulta migliorare le merhance riproduttive di molte
specie di mammiferi. Vigo e collaboratori (2009nha condotto uno studio su larga
scala per confrontare [l'efficacia dellimpiego @elltradizionale procedura di
Inseminazione artificiale assunta come trattameintcontrollo, con quella ottenuta
mediante l'utilizzo di capsule contenenti gli spatozoi di verro | dati ottenuti da
guesti Autori hanno dimostrato che, in termini daghosi di gravidanza e parti
avvenuti con successo, non esiste differenza tstatisente significativa tra seme
incapsulato ed inseminazioni tradizionali. La qitandi spermatozoi impiegata per
'inseminazione strumentale mediante capsule (29t miliardi di cellule) €,
invece, significativamente minore (p<0.0001) rigpet quella utilizzata nel gruppo
di controllo (4.91+0.54 miliardi di spermatozoi).

D’altra parte Faustini et al. (2010) hanno most@me impiegando gli spermatozoi
di verro incapsulati nella fecondaziomevitro sia stata ottenuta una diminuzione del
tasso di polispermia rispetto all’utilizzo del sedikiito.

| buoni risultati ottenuti con questi studi di fec@azionein vivo ed in vitro hanno
fatto emergere la possibilita di utilizzare la telogia di incapsulazione per
conservare il seme di suino dopos#éx-sorting La procedura di sortaggio, come

abbiamo gia detto, presenta purtroppo una setiendazioni al suo utilizzo a causa
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della lentezza del processo, del basso numeroedimsfiozoi ottenuti e della minore
capacita fecondante delle cellule spermatiche mataodal veloce calo della qualita
del materiale seminale sortato.

L’'impiego delle capsule, poiché e un sistema chenptte il rilascio graduale e
prolungato degli spermatozoi, potrebbe miglioraeffitienza riproduttiva del seme
sortato, ed inoltre potrebbe ovviare al problema dialla disponibilita di un numero
molto basso di spermatozoi sortati.

In questo studio sono stati messi a confronto ametri qualitativi e la capacita
fecondante degli spermatozoi di suino sortati eseorati per 24, 48 e 72 ore.

In termini di vitalita percentuale ed integrita @@omiale percentuale, é stato
dimostrato che non esistono differenze signifi@atira il materiale seminale suino
sortato diluito e quello sottoposto ad incapsulaigost-sorting, dimostrando in
guesta maniera che il materiale seminale sortatoviene danneggiato dal processo
di incapsulazione. Questi risultati confermano ti d&tenuti da Vigo et al. (2002a) i
guali avevano osservato come gli spermatozoi sostopad incapsulazione non
avessero mostrato cambiamenti significativi dielte caratteristiche morfologiche e
funzionali rispetto alle cellule spermatiche dirsudiluite.

Per quanto riguarda la capacita fecondante del ,serantre gli oociti fecondain
vitro con spermatozoi sortati incapsulati hanno mostrat@ percentuale di
penetrazione inferiore rispetto a quelli fecondath seme sortato diluito, I'efficienza
totale dell’inseminazione non ha mostrato diffeeerszgnificative nei due gruppi
analizzati. Il tasso di normospermia e risultataliatfura aumentato in seguito
all’utilizzo di seme sortato incapsulato rispette@me sortato diluito, confermando |
dato ottenuti da Faustini et al. (2010) in segait®¥F con seme di suino incapsulato.
Analizzando i risultati ottenuti, si pud concludetieendo che lincapsulazione del
seme sortato non sembra provocare alterazioni fieigtive delle caratteristiche
gualitative delle cellule spermatiche e che, naanutst la percentuale di penetrazione

degli oociti subisca un calo significativo in seguall’'utilizzo degli spermatozoi
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incapsulati postsorting, I'efficienza totale della fecondazione sembra neseee
influenzata negativamente dalla procedura di indaggne.

A questo punto, dopo aver verificato che I'incapgidne non determina un ulteriore
peggioramento delle caratteristiche qualitative edladcapacita fecondante degli
spermatozoi sortati, € necessario testare I'efficaella metodican vivo dove |l
rilascio graduale delle cellule spermatiche contiemelle capsule di alginato di bario
potrebbe incrementare le rese solitamente ottenatkante I'utilizzo di seme sortato

diluito.
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CONCLUSIONI

La separazione degli spermatozoi in base al differecontenuto di DNA dei

cromosomi X e Y mediante citofluorimetria a flussoal momento, I'unico metodo
efficace per predeterminare il sesso della proimamdella fertilizzazione. Sebbene
guesta tecnica abbia raggiunto una diffusione comiade nella specie bovina, nel

suino un uso routinario del seme sortato € mohtaloo dall’essere una realta.

Come abbiamo gia ampiamente detto molti sono ilprobda risolvere allo scopo di
applicare questa tecnologia nella specie suinanzitutto il primo fattore limitante é
la difficolta di ottenere un numero di spermatosortati adeguato per eseguire
un’inseminazione artificiale convenzionale. Ingltwe altro fattore che contribuisce a
ostacolare I'utilizzo di questa tecnologia € lacattbilita degli spermatozoi di suino
agli stress indotti dakex-sorting Infatti durante la procedura di sortaggio gli
spermatozoi vengono sottoposti ad insulti fisi¢ciingci ed elettrici che sembrano
indurre cambiamenti simil-capacitativi (Maxwell ehhson, 1997) che riducono la
sopravvivenza e la capacita fecondante degli sgemoiasortati (Parilla et al., 2005).
Questa tesi e stata suddivisa in tre esperimergti sTino serviti prima di tutto a
identificare i danni indotti sia dalla procedura sbrtaggio che dalla successiva
conservazione e si e tentato di minimizzare I'azideleteria di tutti questi processi
mediante I'aggiunta di sostanze antiossidanti @i?ao di una nuova metodica per la

conservazione degli spermatozoi sortati di suino.

Nel primo esperimento sono stati identificati i dacausati dall'azione sinergica
della procedura di sortaggio e della conservazadioestato liquido a 15°C per 24-26
ore utilizzando come parametri la vitalita, I'edosi acrosomiale, la presenza e la
localizzazione dell’Hsp70 e valutando la capaa#@ohdante del seme subito dopo il

sex-sortinge la conseguente conservazione per 24-26h .
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La riduzione della percentuale di cellule vive da nlevata dopo la conservazione
allo stato liquido per 24-26 ore e risultata piudente per gli spermatozoi sortati
rispetto a quelli di controllo, confermando comeplacedura di sortaggio sembri

accrescere la sensibilita del gamete maschilecaliaervazione.

La procedura di sortaggio e in grado di provocareilbcalizzazione dell’Hsp70
verso i pattern tipici degli spermatozoi capacitata con il Western blotting non e
stato evidenziato alcun consumo di questa proteingeguito all'intera procedura.
Tuttavia i campioni sortati e conservati per 24e26 hanno mostrato un aumento del
numero delle cellule negative all’lHsp70, come eétost@sservato mediante
'immunofluorescenza, e un calo del contenuto desfa proteina, come € stato
evidenziato con il Western blotting. Una ipotesir mpustificare questi risultati
potrebbe essere il consumo di questa chaperoningada degli spermatozoi nel
tentativo di mantenere la giusta conformazionegicatin seguito all’associazione
degli stress provocati dalla procedura di sortaggidalla conservazione allo stato

liquido.

Dai risultati da noi ottenuti in seguito a feconidae in vitro, il seme sortato, dopo
un periodo di conservazione di 24-26 ore, ha marntean certo grado di capacita
fecondante che e risultata significativamente iofera quella ottenuta utilizzando
seme appena sortato. Essendo stata dimostratai dautcai una correlazione positiva
tra i livelli di Hsp70 e la capacita fecondante deime (Spinaci et al., 2005) si puo
ipotizzare che la riduzione dei livelli di Hsp70I'aumento del numero di cellule
negative, osservati negli spermatozoi conservati2ge26 ore post-sorting, possano
contribuire, almeno in parte, al progressivo ca#lad capacita fecondante degli
spermatozoi sessati.

Una volta identificate le modificazioni a caricogtlespermatozoi, lo scopo del
secondo esperimento € stato quello di identifieagpindi testare delle sostanze la
cui attivita fosse in grado di minimizzare I'aziodannosa desex-sortinge della

conservazione sulle cellule spermatiche, avendbatdori gia identificato i ROS
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(reactive oxygen species: specie reattive deliEss) come i principali responsabili
del deterioramento della funzionalita spermaticéii$on et al., 2000b).

Lo stress provocato dalla fase di colorazione esdgliente processo di sortaggio ha
ridotto la vitalita degli spermatozoi, ha aumentdtoumero di cellule morte con
caspasi attivate, mentre non ha modificato in mranggnificativa la percentuale
dell’ integrita acrosomiale. L’azione degli antimsnti non si é rivelata efficace nel
miglioramento della qualita degli spermatozoi dteate fasi di colorazione e
passaggio attraverso il citofluorimentro. D'altr@rfe durante la conservazione per 24
ore l'azione congiunta del plasma seminale e degliiossidanti superossido
dismutasi (SOD) o epigallocatechin-3-gallato (EGC@®pganno indotto un
miglioramento significativo della vitalita degli spnatozoi rispetto a quelli sortati e
conservati senza alcun supplemento, mentre nonohasercitato alcun effetto
benefico sugli altri parametri valutati (integris@rosomiale, localizzazione Hsp70,
attivazione delle caspasi). L'EGCG sembra inoltrgrado di esercitare un’azione di
inibizione sulle caspasi attivate. Questi dati sonaccordo con lo studio eseguito da
Katunuma et al. (2006) i quali hanno evidenziatmdlo del’lEGCG come inibitore
specifico delle caspasi 3, 7 e 2 durante l'indugisperimentale del processo
apoptotico. Per la conservazione del seme di snitne alla conservazione allo stato
liqguido e al congelamento Torre e collaboratori 020 hanno messo a punto
I'incapsulazione degli spermatozoi in membranelginato di bario. Per tale ragione
nel terzo esperimento abbiamo messo in comparazianeitalita, l'integrita
acrosomiale e la capacita fecondante degli spemoath suino sortati e conservati
mediante incapsulazione con i campioni di semeagbdonservato allo stato liquido.

| risultati hanno dimostrato che il materiale sesénsortato non é stato danneggiato
dall’incapsulazione, infatti non esistono differersignificative tra il seme sortato e
diluito e il sortato incapsulato in termini di Vita e di integrita acrosomiale. D’altra
parte e stata registrata una diminuzione dellagoduale di penetrazione degli oociti
fecondati con seme sortato incapsulato rispetteeale sortato diluito, mentre non
sono state evidenziate differenze  significative I'effcienza totale
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dellinseminazione e il tasso di normospermia ragg con il seme sortato
incapsulato € addirittura aumentato. Poiché l'imgpiéel processo di incapsulazione
non sembra provocare un peggioramento delle castittbe morfo-funzionali degli
spermatozoi sortati e conservati, l'utilizzo detlapsule, essendo un sistema che
permette il rilascio graduale e prolungato deglkeramtozoi, potrebbe migliorare
I'efficienza riproduttiva del seme sortato, ed tm®lpotrebbe ovviare al problema

dato dalla disponibilita di un numero molto basespetrmatozoi sortati.

Analizzando tutti i risultati ottenuti nei tre esimenti di questa tesi, si puo
concludere dicendo che gli spermatozoi sottopdistipgocedura di sortaggio e alla
conservazione a 15°C subiscono un calo delle esisttthe morfo-funzionali e che
'aggiunta di sostanze antiossidanti € in gradamijliorare solo parzialmente le
caratteristiche qualitative del seme sortato deréantonservazione allo stato liquido.
La conservazione degli spermatozoi di suino mediéntnetodica di incapsulazione,
non induce alcun miglioramento della qualita dahe ma d’altra parte non provoca
un ulteriore deterioramento dei parametri qualtadéinalizzati; per questo motivo
guesta tecnica puo essere sfruttata poiche presappo rilascio graduale degli
spermatozoi nel tratto genitale femminile e I'at@do di un quantitativo limitato di
cellule spermatiche. Ad ogni modo per valutarefitetia reale dell’azione degli
antiossidanti e dell’incapsulazione nell’'ottimizeda conservazione del seme sortato
di suino sono necessarie prove di fecondazioneivo, le quali possono darci
indicazioni utili per comprendere i miglioramentppmrtati dall’applicazione di
gueste tecniche. Nonostante gli sforzi effettuaglnultimi anni dai ricercatori, sono
necessari ulteriori studi per ottimizzare la prageddi sortaggio, la conservazione e

I'inseminazione ed arrivare all’utilizzo su vastaka del seme sortato suino.
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