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Sommario

Il mancozeb e un fungicida ampiamente utilizzato in agricoltura e classificato come
interferente endocrino. L’esposizione ad inquinanti ambientali di questo tipo e legata a
vari rischi per la salute umana, tra cui la fertilita femminile. Nonostante mostri una bassa
tossicita acuta nei mammiferi, il mancozeb puo colpire le funzioni riproduttive sia negli
animali che nell'uomo esposti. Studi in vivo e in vitro hanno evidenziato la sua tossicita
riproduttiva sugli ovociti di topo, dimostrando modificazioni della morfologia del fuso
meiotico, in grado di compromettere il processo di maturazione degli ovociti, la
fecondazione e di conseguenza l'impianto dell’embrione. E stato visto che il mancozeb
induce anche una tossicita dose-dipendente sull'ultrastruttura delle cellule della granulosa
di topo, determinando la condensazione della cromatina, il blebbing della membrana e la
vacuolizzazione. In questo lavoro, sono stati valutati gli effetti sull'ultrastruttura di ovociti
di topo isolati da complessi cumulo-ovocita (CCO), esposti in vitro a concentrazioni
crescenti di mancozeb ed e stata eseguita un’analisi morfometrica degli organelli piu
significativi. I CCO sono stati fatti maturare in vitro con o senza (controllo) basse
concentrazioni di fungicida (0.001-1 pg/ml). Tutti gli ovociti maturi sono stati raccolti e
preparati per la microscopia ottica ed elettronica a trasmissione. I risultati hanno mostrato
un'ultrastruttura preservata alle dosi piu basse di fungicida (0.001-0.01 pg/ml), con gruppi
di mitocondri dalla forma rotonda ed ovoidale, granuli corticali rotondi ben evidenti e
densi di elettroni, e numerosi microvilli, lunghi e sottili. Segni di cambiamenti
ultrastrutturali hanno iniziato ad essere visibili alle dosi piu alte (0.1-1 pg/ml). In
particolare, alla concentrazione di mancozeb pari a 1 pg/ml, la distribuzione degli
organelli risultava alterata rispetto ai controlli con una riduzione del numero dei
mitocondri, che apparivano moderatamente vacuolati, dei granuli corticali e dei microvilli,
che si presentavano corti e meno abbondanti. In conclusione, i dati ultrastrutturali hanno
rivelato cambiamenti ultrastrutturali principalmente alla concentrazione piu alta di

mancozeb, sugli ovociti di topo. Cio potrebbe essere responsabile di un’alterata capacita di
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maturazione degli ovociti, di fecondazione e di impianto dell’embrione come
precedentemente descritto, dimostrando il suo impatto sulla salute riproduttiva e sulla

fertilita.



Abstract

Abstract

Mancozeb is a widely used fungicide, considered to be an endocrine disruptor. Exposure
to endocrine-disrupting pollutants, such as the fungicide mancozeb, is linked to various
environmental health hazards, including female fertility. Although it has low reported
toxicity in mammals, mancozeb impairs female reproductive functions in exposed animals
and humans. In vivo and in vitro studies evidenced its reproductive toxicity on mouse
oocytes by altering spindle morphology, impairing oocyte maturation, fertilization, and
embryo implantation. Mancozeb also induces dose-dependent toxicity on the
ultrastructure of mouse granulosa cells, including chromatin condensation, membrane
blebbing, and vacuolization. We evaluated the effects on the ultrastructure of mouse
oocytes isolated from cumulus-oocyte complexes (COCs), exposed in vitro to increasing
concentrations of mancozeb. COCs were matured in vitro with or without (control) low
fungicide concentrations (0.001-1 ug/ml) and to perform a morphometric analysis over
significant organelles. All mature oocytes were collected and prepared for light and
transmission electron microscopy. Results showed a preserved ultrastructure at the lowest
doses (0.001-0.01 pg/ml), with evident clusters of round-to-ovoid mitochondria, visible
electron-dense round cortical granules, and thin microvilli. Signs of ultrastructural
changes started to be visible at the highest doses (0.1-1 ug/ml). Mostly, at mancozeb
concentration of 1 pg/ml, which affected organelle density, compared to controls, with a
reduction of mitochondria, appearing moderately vacuolated, cortical granules, and
microvilli, short and less abundant. In summary, ultrastructural data revealed changes
mainly at the highest concentration of mancozeb on mouse oocytes. This could be
responsible for the previously described impaired capability in oocyte maturation,
fertilization, and embryo implantation, demonstrating its impact on reproductive health

and fertility.
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Premessa

Negli ultimi decenni, le filiere agricole ed industriali sono invase dalla chimica: dai
fertilizzanti agli agrofarmaci, dalle biotecnologie ai medicinali per animali da allevamento,
dagli additivi alimentari agli aromi, fino ad arrivare alle materie plastiche. Tutto cio ha
contribuito notevolmente allo sviluppo ed alla crescita della popolazione mondiale, che e
arrivata a 8 miliardi nel 2022.

Il connubio tra chimica ed agricoltura ha sancito 1'inizio della “Rivoluzione verde”, in cui
in particolare l'utilizzo di pesticidi e fertilizzanti su una varieta di vegetali, geneticamente
selezionati, ha determinato un approccio innovativo ed un incremento significativo delle
produzioni agricole. Gli effetti di questa rivoluzione hanno condotto quindi ad una
crescita significativa della popolazione ed alla protezione delle colture, favorendo la
produzione agricola. E assodato che lintroduzione di questi nuovi mezzi tecnici ha
indiscutibilmente portato al progresso delle societa avanzate. Tuttavia, le problematiche
ad essi correlati sono diventate con il tempo sempre piu evidenti. Il diffuso utilizzo di
pesticidi ed agrofarmaci ha destrutturato i sistemi produttivi locali tradizionali, ha
determinato la dipendenza dell’alimentazione dai prodotti d’importazione, innescando il
fenomeno degli allevamenti intesivi e promuovendo la separazione della zootecnia
dall’agricoltura.

Nonostante gli iniziali benefici produttivi e di biosicurezza, con il passare del tempo sono
divenute sempre piu evidenti le contaminazioni degli ambienti naturali e delle attivita
umane da parte di queste sostanze ed il loro apporto di sicurezza alimentare ha iniziato ad
essere controverso. In particolare, da tempo sono documentati i rischi sulla salute in
seguito all’esposizione ai pesticidi, che possono ritrovarsi negli alimenti, nel suolo,
nell’acqua e aria. I loro effetti dannosi possono variare in relazione alla tipologia delle
molecole considerate, ai loro metaboliti, alla loro quantita, ai contesti ambientali in cui tali
sostanze si disperdono ed alla diversita degli organismi esposti. L'uso di molti pesticidi e

stato messo in relazione all’aumento dello sviluppo di patologie neurodegenerative, di
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diverse forme di tumori ed alterazioni del sistema endocrino. Per questo motivo, lo Stato e
la Comunita Europea ne regolamentano quantita, qualita e modalita d’impiego.
Attualmente, il diffuso utilizzo di queste sostanze suggerisce una contaminazione ed una
conseguente esposizione tale da non poter essere piu ignorata.

Molte di queste sostanze tossiche sono state ritirate dal mercato, in seguito al
riconoscimento ed alla documentazione della loro tossicita sulla salute umana, animale ed
ambientale. Tuttavia, alcune di esse presentano caratteristiche tossicologiche che le
rendono capaci di persistere sulle matrici ambientali a lungo oppure vengono reintrodotte
a causa dei fenomeni di importazione/esportazione da e verso Paesi in cui l'utilizzo non e
stato bandito, contribuendo all’arrivo di sostanze e/o alimenti contaminati ed alla continua
esposizione. Alla luce di quanto detto, e importante conoscere ed approfondire i potenziali
effetti di queste sostanze tossiche sull’ecosistema e sull'uomo, per mettere in atto azioni

che possano proteggere il nostro pianeta e la nostra salute.
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I pesticidi

1.1 Introduzione ai pesticidi: storia e classificazione

I pesticidi, conosciuti anche come “fitofarmaci”, sono prodotti (naturali o industriali) in
grado di ostacolare tutti quegli organismi nocivi (quali parassiti, specie animali e vegetali
indesiderati, compresi vettori di malattie) che possono colpire lo stato di salute delle
piante. Queste sostanze, infatti vengono largamente utilizzate in agricoltura o
semplicemente negli orti e nei giardini, per mantenere in buona salute le coltivazioni ed
impedire loro di essere distrutte da malattie e infestazioni, in grado di compromettere la
produzione agricola, nonché la qualita e la resa del raccolto (Report pesticidi WWE, 2022).
L’'impiego dei pesticidi risale all’antichita, ma bisognera attendere la Grande Guerra
perché siano gettate le basi della loro produzione di massa, grazie allo sviluppo della
chimica organica e della ricerca sui gas bellici. Tuttavia, soltanto intorno agli anni 40 si e
assistito ad un incremento del loro utilizzo, a seguito dell'immissione in commercio di un
numero sempre maggiore di composti chimici sintetici.
I pesticidi comprendono sostanze come gli insetticidi (capaci di uccidere gli insetti), gli
erbicidi (composti in grado di distruggere gli organismi vegetali), i fungicidi (sostanze
impiegate per limitare la crescita di funghi) acaricidi, fitoregolatori e repellenti.
Oggigiorno sono presenti sul mercato piu di mille pesticidi, distinti in diversi gruppi. Una
delle classificazioni pii comuni e quella in base alla loro struttura chimica, in cui si
identificano cinque differenti classi:

e organoclorurati (come DDT, endosulfan, lindano, mirex, dieldrin, clordano),

e organofosfati (come malathion, parathion),

e carbammati (come carbaryl, carbofuran, aminocarb),

e piretroidi (come cipermetrina, permetrina),

e triazine (come l'atrazina, l'erbicida triazinico piu studiato)
Ciascuna di queste classi include, a sua volta, ulteriori categorie di prodotti distinti in

relazione all’organismo target e alla modalita di azione (Balduini e Costa, 2015).
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Ad esempio, alcuni erbicidi agiscono come regolatori della crescita delle piante, altri sono
in grado di interferire sul processo di fotosintesi, oppure alcuni fungicidi sono in grado di
uccidere o controllare la crescita dei funghi, altri, invece, agiscono sulle spore (Rajmohan et
al., 2020). I fitofarmaci, dunque, esercitano la loro azione grazie alla loro capacita di
interferire con le molecole o con le funzioni fondamentali per il ciclo vitale dell’organismo
bersaglio.

Il diffuso impiego di queste sostanze chimiche ha consentito di mantenere in buona salute
le coltivazioni e di produrre grandi quantita di alimenti su appezzamenti di terreno
relativamente limitati, con un altrettanto limitato impegno in termini di lavoro umano.
Inoltre, hanno contribuito all’eliminazione da alcuni territori di malattie come la malaria,
favorendo una maggiore produzione agricola, e far fronte in questo modo al numero
crescente della popolazione mondiale (Report Legambiente, 2022).

Tuttavia, quasi come ogni nuova conquista, anche con i pesticidi e stato fatto un uso
indiscriminato. Sebbene il loro impiego abbia apportato dei benefici subito percepibili
all'umanita, gli effetti negativi esercitati da tali sostanze a lungo termine, sull’ecosistema e

sulla salute dell’'uomo, destano ancora oggi molta preoccupazione.

1.2 Uso e diffusione ambientale dei pesticidi in Europa ed in Italia
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I pesticidi di sintesi sono progettati per mantenere inalterate nel tempo e nelle matrici
ambientali le loro proprieta tossicologiche; questa rappresenta una caratteristica
tecnologica molto importante, poiché condiziona sia l'impatto ecologico, sia il valore
economico di ogni singolo composto di sintesi che viene lanciato sul mercato. Per questo
motivo, possono restare negli ecosistemi per tempi imprecisabili e pertanto vengono
definiti “persistenti” (Modonesi, 2015).

La produzione agricola europea si basa su elevati volumi di pesticidi chimici per
proteggere i raccolti. Dal 2011 al 2020, le vendite di pesticidi nell'UE-27 (Unione Europea)
sono rimaste relativamente stabili, corrispondenti a circa 350.000 tonnellate all'anno

(Eurostat, 2021) (Figura 1.1).

Pesticide sales in the EU*
(9% change 2021 compared with 2011)
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Figura 1.1: Diagramma dell’andamento delle vendite di pesticidi in Europa comparate tra 2011 e 2021 (Eurostat, 2021)

Visto 'uso smodato e la presenza costante nel nostro ambiente, residui di pesticidi si
ritrovano in circa la meta della frutta e verdura che ogni giorno arriva nei nostri piatti. Nel

mercato europeo, il 45% degli oltre 90mila campioni alimentari analizzati dall’EFSA
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(Autorita Europea per la Sicurezza Alimentari) (2021), presenta uno o piu residui di
pesticidi in concentrazioni inferiori o uguali ai livelli massimi consentiti, e il 2% (per un
totale di 241 alimenti) contiene concentrazioni di residui superiori ai limiti consentiti. Non
solo gli alimenti, anche altri substrati ambientali sono stati oggetto di studio di
contaminazione da pesticidi, come le acque ed il suolo.

Nel 2020, sulla base dei dati nazionali comunicati allEEA (Agenzia Europea per
I’Ambiente), utilizzati per il monitoraggio ambientale, sono stati rilevati uno o piu
pesticidi al di sopra delle soglie di effetto o di qualita nel 22% dei siti di monitoraggio delle

acque superficiali segnalati in Europa, inclusi fiumi e laghi (Figura 1.2).

Percantage Surface water Parcentage Ground water

2013 2014 2015 2016 2017 208 2019 2020 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2018 2020

Figura 1.2: Eurostat, 2021. E mostrata la percentuale di siti di monitoraggio segnalati con pesticidi che superano le soglie nelle

acque superficiali e nelle acque sotterranee in Europa, ponderata per area del paese.

I pesticidi che causano i superamenti delle soglie di accettabilita variano da un Paese
all'altro; quelli che nel 2020 hanno mostrato il pit alto numero assoluto di superamenti in
tutta Europa risultavano essere l'insetticida imidacloprid e 1'erbicida metolachlor. Nelle
acque sotterranee, invece, l'erbicida pit1 altamente persistente e risultato I’atrazina insieme

con i suoi metaboliti, nonostante ne sia stato vietato l'utilizzo a partire dal 2007.

10
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Infatti, la maggior parte delle sostanze per le quali si registra un numero elevato di
superamenti in tutta Europa non sono piu approvate nell UE. Cio rende ancora piu
evidente I'impatto a lungo termine dell'uso di pesticidi e i possibili usi di emergenza.
Riguardo gli ecosistemi terresti, non esiste attualmente uno standard di qualita UE per i
pesticidi nel suolo. Tuttavia, studi recenti hanno rilevato la presenza nell’'83% dei terricci
analizzati di uno o piu residui di pesticidi; il pit comune era l'erbicida glifosato e il suo
metabolita acido aminometilfosfonico (Silva et al., 2019).

Anche in Italia I'uso di pesticidi € ancora estremamente diffuso, rendendo il nostro Paese
uno dei maggiori consumatori di tutta Europa. Sebbene la vendita ufficiale di queste
sostanze risulti diminuita quasi del 20% dal 2011 al 2020, secondo i dati Eurostat 2021,
I'Ttalia risulta essere al sesto posto delle nazioni europee per ricorso alla chimica di sintesi
nella difesa delle colture, con un consumo di pesticidi per unita di superficie coltivata
doppio rispetto a Francia e Germania. In particolare, in Italia si usano centinaia di
tonnellate 'anno di pesticidi, costituite da circa 400 sostanze diverse, costituendo una
fonte non indifferente di contaminazione di alimenti, delle acque superficiali e sotterranee
e del suolo.

Nel 2021, sono stati analizzati oltre 2500 campioni di alimenti di origine vegetale,
includendo anche i prodotti derivati da apicoltura. Dalla lettura dei dati, € emerso che il
54,81% degli alimenti risulta a norma di legge e senza residui, mentre nel 44,19%, vi sono
tracce di uno o piu fitofarmaci, in linea con la tendenza degli anni precedenti (Report
Legambiente, 2022). La categoria di alimenti in cui e stata riscontrata la presenza di piu
tracce di almeno una sostanza attiva e principalmente la frutta. Anche i prodotti di
derivazione animale come carne, uova e latticini sono interessati da fenomeni di
contaminazione da pesticidi. Gli animali da allevamento, infatti, possono venire a contatto
sia con residui di fitofarmaci, legati alla contaminazione diffusa delle matrici ambientali
(suolo, acqua, aria), sia nutrendosi di mangimi derivati da colture che ne hanno gia
accumulato in elevate quantita (Report Legambiente, 2022).

In merito alla contaminazione chimica delle acque italiane invece, i dati dell'ISPRA del

rapporto del 2019-2020 hanno documentato la diffusa presenza di pesticidi nei corpi idrici
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superficiali e profondi. Le indagini, che hanno riguardato 4.775 punti di campionamento e
16.962 campioni, hanno rilevato residui di pesticidi nel 77.3% dei 1.980 punti di
monitoraggio nelle acque superficiali, e nel 32.2% dei 2.795 punti in quelle sotterranee.

Le concentrazioni misurate sono in genere frazioni di pug/L (parti per miliardo), ma gli
effetti nocivi delle sostanze si possono manifestare anche a concentrazioni molto basse.
Sono state cercate complessivamente 426 sostanze e ne sono state trovate 299 (ISPRA,
edizione 2022). Rispetto al passato, in cui i composti principalmente rinvenuti erano gli
erbicidi, ¢ aumentata significativamente la presenza di fungicidi e insetticidi, soprattutto
nelle acque sotterranee. Cio ha dimostrato come nel nostro Paese, le acque siano

contaminate da pesticidi in quantita superiori ai limiti della legge.

1.3Impatto dell’esposizione ai pesticidi sulla salute

A causa dell'utilizzo eccessivo dei pesticidi in tutto il mondo, I'esposizione cronica sia
dell'uomo che degli animali a queste sostanze e aumentata notevolmente. Per questo
motivo, fin dalla loro introduzione, i pesticidi hanno rappresentato fonte di
preoccupazione e si e resa sempre piu evidente la necessita di chiarirne i possibili effetti
sulla salute umana.

Gli studi presenti in letteratura sulla tossicita dei fitofarmaci e i meccanismi con cui questi
agiscono sulle specie “non-target” sono sempre piti numerosi.

La suscettibilita ai pesticidi e influenzata da molteplici fattori come eta, sesso, la dieta, stile
di vita e variabilita genetica (Eskenazi et al., 2014).

Una caratteristica peculiare dei pesticidi € che, essendo altamente lipofili, mostrano
un’elevata capacita di bioaccumulo, riuscendo in questo modo ad essere immagazzinati
negli organismi in concentrazioni superiori a quelle riscontrate nell’ambiente circostante, e
sono capaci di aumentare esponenzialmente la concentrazione lungo la catena alimentare
(biomagnificazione), colpendo anche specie non bersaglio e contribuendo cosi alla perdita

di biodiversita e all’alterazione di interi ecosistemi.
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L’esposizione a queste sostanze pu0 avvenire in diversi modi: in ambito professionale,
durante le attivita agricole e/o di giardinaggio, tramite l’assorbimento cutaneo o
l'inalazione, vivendo in prossimita di ambienti in cui se ne fa un largo utilizzo, oppure per
via orale, attraverso lingestione di cibo ed acqua contaminati (Damalas ed
Eleftherehorinos, 2011).

La figura 1.3 delinea una panoramica delle vie e dei percorsi di esposizione umana ai

pesticidi.

PESTICIDES
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Figura 1.3: La linea in grassetto indica un percorso di esposizione principale, mentre la linea tratteggiata indica un percorso minore.
I cerchi rossi indicano un'importante via di esposizione. I cerchi gialli indicano una via di esposizione minore per la popolazione

generale che puo tuttavia essere una via principale per gruppi specifici (HBM4EU).

Oltre ai fattori intrinseci, € probabile che anche elementi estrinseci come la durata e la
tempistica dell’esposizione rivestano un ruolo significativo nella gravita dei disturbi ad

essi correlati. Uno studio condotto sul rapporto tra I'esposizione cronica ai pesticidi, con
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piccole dosi ma prolungate nel tempo, e l'alterazione della funzionalita di sistemi
dell’organismo umano, ha dimostrato un aumento del rischio di cancro, patologie
respiratorie, disturbi nella funzionalita riproduttiva, disfunzioni metaboliche ed ormonali
(Mostafalou e Abdollahi, 2015).

Per comprendere meglio I'esposizione umana ai pesticidi, l'iniziativa europea
di biomonitoraggio umano (HBM4EU) ha condotto un'indagine su larga scala in adulti e
bambini in cinque paesi europei tra il 2014 e il 2021. In totale, sono stati identificati circa 46
pesticidie i loro metaboliti, con almeno due sostanze attive rilevate nell'84% dei
campioni raccolti. I livelli di pesticidi in questo studio risultavano costantemente piu alti
nei bambini che negli adulti (Huber et al., 2022).

Non e ancora possibile stimare il numero di patologie legate ai pesticidi in Europa, né per
la popolazione generale né per gruppi specifici. Tuttavia, sono stati dimostrati forti o nessi
sospetti tra I'esposizione ai pesticidi e I'aumento del rischio di numerose malattie croniche,
tra cui tumori (linfoma non Hodgkin, mieloma multiplo, tumori ovarici, mammari,
cerebrali e prostatici), malattie neurodegenerative come il morbo di Parkinson e
I'Alzheimer, malattie cardiovascolari, ritardi nello sviluppo nei bambini, effetti sulla
capacita riproduttiva e sulla sterilita maschile e femminile, disturbi cognitivi, e malattie
respiratorie.

Sebbene non sempre sia stato possibile identificare le sostanze attive coinvolte
nell’eziologia di tali patologie, alcuni gruppi di pesticidi sono stati associati a un rischio
maggiore di determinati effetti sulla salute. Ad esempio, gli organoclorurati (come DDT e
lindano), gli organofosfati ed i piretroidi sono stati correlati a disturbi dello sviluppo
neurologico e al cancro alla prostata, il glifosato al linfoma non Hodgkin (Leemans et al.,
2019).

Da non sottovalutare sono anche le miscele di pesticidi e altre sostanze chimiche, che
possono amplificare i loro effetti potenzialmente dannosi per la salute umana.

Sulla base dei dati ottenuti fino ad oggi, € evidente che i pesticidi siano responsabili di una

vera e propria pandemia silenziosa.
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1.4 Gli interferenti endocrini

Alcuni inquinanti ambientali hanno la capacita di influenzare il sistema endocrino,
alterando i normali processi di sviluppo nell'uomo e nelle specie animali.
L'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) definisce gli interferenti endocrini come
"sostanze esogene o miscele che alterano le funzioni del sistema endocrino e di conseguenza causano
effetti avversi sulla salute in un organismo intatto, nella sua progenie o in (sotto)popolazioni". Gli
interferenti endocrini sono quindi sostanze in grado di agire sulla sintesi, 1'azione e il
metabolismo degli ormoni steroidei sessuali, che a loro volta regolano i meccanismi di
riproduzione, la fertilita e capacita fecondante, esercitando effetti negativi sull’asse-
ipotalamo-ipofisi-gonade. In particolare, sull’apparato riproduttore femminile, gli
interferenti endocrini causano irregolarita mestruale, azione ormonale interrotta, ridotta
fertilita, infertilita, sindrome dell'ovaio policistico (PCOS), endometriosi, tumori sensibili
agli ormoni, puberta precoce e/o ritardata (Yesildaglar et al., 2010; Rattan et al., 2017).
Residui di interferenti endocrini sono stati ritrovati anche nel fluido follicolare delle donne
interferendo con i normali processi di steroidogenesi nell’ovaio, essenziali per la salute
riproduttiva femminile (Mlynarcikova et al., 2014). Anche I'apparato riproduttore maschile
risente dell’azione di queste sostanze. Gli interferenti endocrini possono colpire la
spermatogenesi, rendono la qualita delle cellule spermatiche scarsa e, di conseguenza,
determinano una ridotta fertilita maschile (Den Hond et al., 2014).

Queste sostanze, quindi, possono non solo esplicare effetti negativi sull'individuo esposto,
ma, agire sulle stesse cellule germinali, determinando alterazioni che si trasmettono alle
generazioni successive attraverso modificazioni di tipo epigenetico. Tali effetti si
manifestano spesso tardivamente (anche dopo decenni) e variano non solo in base alla
durata, al tipo di sostanza e alla loro quantita, ma anche a seconda del momento in cui
avviene l'esposizione (Rattan e Flaws, 2019).

Gravidanza, allattamento, vita fetale, infanzia e puberta rappresentano momenti cruciali,
“finestre espositive”, in cui il contatto con tali agenti pu0 comportare effetti

N

particolarmente gravi. E stato recentemente dimostrato che l'esposizione a DDT (un
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agente in uso come insetticida negli anni ‘50 che - anche se bandito da anni - ancor oggi e
presente nelle matrici ambientali) e correlato ad un aumentato rischio di cancro mammario
se l'esposizione e avvenuta in eta prepubere (Cohn et al., 2007). L’esposizione pre-
concepimento dei genitori e 'esposizione in utero a sostanze chimiche (generazione F0),
quindi, come i pesticidi, causano alterazioni epigenetiche nella linea germinale che
possono essere trasmesse da una generazione alla successiva e influenzano la suscettibilita
alle malattie (incluso il cancro) nella progenie.

Diversi sono i meccanismi che giocano un ruolo importante nella trasmissione
multigenerazionale e transgenerazionale della predisposizione alla malattia. Tra essi vi
sono: la metilazione del DNA, i modelli di metilazione del DNA associati al fattore di
trascrizione, le modificazioni degli istoni e gli RNA non codificanti (Collotta et al., 2013;
Rattan e Flaws, 2019).

I paradigmi di esposizione multipla indicano come l'esposizione ai pesticidi possa
produrre effetti multigenerazionali e transgenerazionali. Il primo paradigma e
l'esposizione durante la vita adulta, che puo causare modificazioni epigenetiche,
soprattutto nelle cellule germinali. Gli effetti multigenerazionali di questa prima
esposizione, dunque, si vedranno nelle generazioni F1 ed F2, come feto e cellula
germinale, rispettivamente. Infatti, diversi studi epidemiologici hanno dimostrato che
I'esposizione ai pesticidi, anche a basse dosi, durante la gravidanza o la prima infanzia
aumenta il rischio di leucemia nei bambini (Khan et al., 2021). La generazione F3 non e
esposta direttamente ma si ritiene che gli effetti siano causati da modificazioni

epigenetiche subite dalle generazioni F1 ed F2 (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Esposizioni ambientali e trasmissione transgenerazionale dei danni (Rattan e Flaws, 2019).

Un grande numero di sostanze chimiche e stato identificato come interferenti endocrini ai
quali 'uomo puo essere esposto. Alcuni di essi sono stati ritirati dal mercato molti anni fa,
ma si trovano ancora nell'ambiente, a causa della loro capacita di persistenza. Tra questi
troviamo:

e Insetticidi clorurati (lindano, dieldrin),

e Fungicidi (vinclozolin, linorun),

e Trazoli (ciproconazolo),

e Imidazoli (imizaloil),

e Triazine (atrazina, simazina),

e Etilene bisditiocarbammatil (mancozeb),

e Coformulanti (alchifenoli).
Generalmente sono molecole lipofile che tendono ad accumularsi nel tessuto adiposo e

dunque presentano un'emivita molto lunga nel corpo.
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Oltre a svolgere il ruolo di distruttori endocrini, € ormai assodato che molti di questi
agenti hanno anche una azione mutagena e cancerogena e numerosissimi sono i tipi di
cancro messi in relazione con la loro esposizione.

Un numero sempre crescente di studi epidemiologici collega 1'esposizione ambientale ai
pesticidi al rischio di sviluppare cancro ormono-dipendente, infatti alti livelli di pesticidi
sono stati trovati in campioni di grasso di donne con cancro al seno. E stato dimostrato un
rischio di cancro al seno quattro volte superiore nelle donne con un aumento dei livelli
ematici di interferenti endocrini (Montes-Grajales et al., 2016). Cosi come uno studio
epidemiologico condotto in Spagna tra il 1999 e il 2009 ha mostrato che su un totale di
2.661 casi di cancro al seno riportati nella popolazione femminile, 2.173 (81%) sono stati
osservati nelle aree ad alta contaminazione da pesticidi (Valerdn et al., 2009). Altri lavori
hanno rivelato un possibile collegamento tra 1’esposizione a pesticidi e la comparsa di
cancro alla prostata con un rischio piu elevato nelle popolazioni addette all’agricoltura
(Van Maele-Fabry et al., 2003).Studi simili hanno rivelato correlazioni tra danni al sistema
immunitario ed una maggiore quantita di residui organoclorurati in certi tessuti cancerosi.
Infatti, € emerso un aumentato rischio di leucemie, di linfoma non-Hodgkin e di mieloma
multiplo (Gentilini, 2014). E evidente quindi che esiste una relazione tra lo sviluppo di
patologie come il cancro (in particolare tumori ematologici) e pesticidi, soprattutto quelli
con proprieta di interferenti endocrini e l'aumento sempre piu frequente di queste

patologie non puo piu essere trascurabile.

1.511 mancozeb

1.5.1 Classificazione e generalita
I mancozeb e un fungicida appartenente al gruppo degli etilenbisditiocarbammati
(EBDC), utilizzati in agricoltura dal 1947 e considerati il pitt importante e versatile gruppo
di fungicidi organici mai scoperto.
Grazie alla sua natura multi-sito, il mancozeb presenta un ampio spettro d’azione contro

numerosi funghi, senza determinare effetti fitotossici sulle piante, ragion per cui e uno dei
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principi attivi piu utilizzati in agricoltura, principalmente su frutta, piante e ortaggi
(Colosio et al., 2002). Dall’inizio della sua commercializzazione avvenuta nel 1962, e stato
utilizzato in oltre settanta tipi di colture per il controllo di numerosi funghi patogeni ed e
attualmente impiegato in 120 paesi in tutto il mondo: nel 2007 e risultato il secondo
pesticida piu venduto a livello mondiale con un fatturato di circa 500 milioni di dollari
(Gullino et al., 2010). Il mancozeb e attualmente registrato come pesticida per uso generale
dall'Environmental Protection Agency (EPA).

Esso ha la capacita di inattivare i gruppi sulfidrilici degli aminoacidi e degli enzimi
all'interno delle cellule fungine, e tipicamente causa l'interruzione dei processi metabolici e
della funzione mitocondriale, inibendo la germinazione delle spore (Yang et al., 2011).

Dal punto di vista chimico, ¢ formato dalla combinazione di due ditiocarbammati: etilene-
bis-ditiocarbammato di manganese (maneb)ed etilene-bis-ditiocarbammato di zinco

(zineb) (Gullino et al., 2010). Le sue proprieta chimico-fisiche sono riportate in Tabella 1.1.
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Nome sostanza: Mancozeh, Complesse (palimericn) di etilenbis{diiocarbammata) o
manganese con sale o Zinco

Gruppo di appattenenza i-potenziale [E
Mumero CAS (Chemical &hstract Service) 2018-01-7

Formula chimica 4 Ho Mol 254 s Zn iy
Peso Molecolare 541.045725 gimol
Colore hianco giallastro

Stato fisico polvere

Punto d’ebollizione 138°C

Punto di fusione 172°C

Ciensta 1,92 gfom3 a 20% C

Tabella 1.1: Proprieta chimico-fisiche del mancozeb

Tra i suoi prodotti di degradazione e presente 1'etilentiourea (ETU), molecola considerata
potenzialmente cancerogena. Infatti, il mancozeb e altri composti appartenenti agli EBDC
sono stati oggetto di due revisioni speciali da parte dell'EPA, iniziate nel 1977 e nel 1987 a
causa di preoccupazioni per la salute, tra cui effetti sullo sviluppo cognitivo e sulla tiroide,

in presenza del metabolita ETU (EPA, 2005) (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Percorso di degradazione del Mancozeb. EBIS: etilenbisisotiocianato; ETU.: etilenetiourea; EU: etilenurea; EDA:

etilendiammina; H: idantoina (Cecconi et al., 2007)

Con il tempo, sono emersi i danni in seguito all'uso incondizionato di questi fungicidi, con
dati sulla loro tossicita subcronica e cronica, riguardanti genotossicita, neurotossicita ed
effetti avversi sul sistema ematopoietico, caratteristiche tossicologiche che non potevano
essere ignorate.

A dicembre 2020, dopo la valutazione effettuata dall’Agenzia Europea per la Sicurezza
Alimentare (EFSA), la Commissione Europea ha emanato il regolamento (UE) n.
2020/2087, con cui ha deciso di ritirare definitivamente dal mercato il mancozeb a causa
dei suoi effetti tossici sulla salute riproduttiva, sull’ambiente e per le sue proprieta di
interferente endocrino. La Commissione Europea ha inoltre concluso che le stime di
esposizione non alimentare superano i valori di riferimento per gli impieghi
rappresentativi nei pomodori, nelle patate, nei cereali e nelle viti e pertanto, anche

'esposizione non alimentare al mancozeb non poteva piu essere considerata trascurabile.
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Nonostante ne sia stato vietato 1'utilizzo, il processo della globalizzazione e
dell'importazione delle merci da quei continenti, in cui 'uso di questo fungicida e ancora
permesso, contribuisce ugualmente 1’arrivo in Italia ed in Europa di prodotti trattati con il

mancozeb ed alla conseguente e continua esposizione della popolazione ad esso.

1.5.2 Tossicita del mancozeb

La tossicita del mancozeb e ampiamente attribuita agli effetti negativi causati del suo
metabolita, I'ETU. Nell'uomo, I'esposizione a questo fungicida viene valutata in base alla
presenza del suo prodotto di degradazione (Skalny et al., 2021) nelle urine. E stato visto
che nei lavoratori esposti a 147.11 pg di fungicida per 38 giorni lavorativi, la
concentrazione di ETU nelle urine variava da 0.8 a 61.4 ug/L (Aprea et al., 1996; Colosio et
al., 2002; Mandic-Rajcevic et al., 2018). Tuttavia, in letteratura mancano dati sulla
concentrazione soglia nei fluidi umani. E stato proposto un valore di 0.05 mg/kg di peso
corporeo come dose giornaliera ammissibile (DGA) per 1'uomo (Iorio et al., 2015).

Dosi elevate di metaboliti del mancozeb (da ng/L a mg/L) sono spesso rilevate nel suolo e
nell'acqua circostante alle zone in cui e stato utilizzato (Wang et al., 2021). Secondo una
recente analisi, il mancozeb e stato individuato ad una concentrazione di 39 ug/L
nell'acqua ambientale vicino alle aziende agricole (Archer et al., 2015). L'US. EPA
(Environmental Protection Agency) (2013) ha riportato una concentrazione di mancozeb
nell'acqua superficiale compresa tra 0.1 e 25.2 pug/L (U.S. EPA/OPP, 2013). Nell'aria della
California, i valori di mancozeb registrati erano compresi tra 0.29 pg/m?®e 1.81 ug/m?
(Kolmann, 1995).

La persistenza ambientale del mancozeb nel suolo e stata considerata piuttosto bassa, con
un tempo di dimezzamento che va dai 2 agli 8 giorni in terreni aerobici e anaerobici,
rispettivamente. Tuttavia, nei terreni in cui era stato utilizzato il mancozeb presentavano
un aumento della formazione di ETU, per 30 giorni con un successivo declino di
concentrazione (Hanumantharaju e Awasthi, 2004). Per questa ragione, si ritiene che gli
effetti pericolosi dell'esposizione al mancozeb si osservino con luso frequente e

prolungato nel tempo. Nel 1988, ' OMS ha stimato che 1'esposizione al mancozeb e all'ETU
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era di 0.01-1 pg/kg di peso corporeo/giorno per la popolazione generale. Piccole quantita
di ETU sono state rilevate nel tabacco, nella frutta e nella verdura. Le attivita agricole e di
allevamento rappresentano le principali fonti di contaminazione per la popolazione
generale, cosi come l'inalazione, il contatto diretto con la pelle e con 1'assunzione di cibi
contenenti residui del fungicida.

Sebbene siano stati osservati effetti teratogeni e cancerogeni sugli animali, il mancozeb e il
suo metabolita sono stati considerati dalla AIRC (Agenzia Internazionale per la Ricerca sul
Cancro) cancerogeni di classe 3, poiché i dati riportati sull'uomo restano ancora esigui.
Numerosi studi pero ne dimostrano la tossicita. L’esposizione in vitro di linfociti umani al
mancozeb (0.5, 2 e 5 pg/ml) e stata correlata ad una significativa alterazione
dell’espressione genica dei fattori trascrizionali thrombospondin-1 (THBS-1), fosfo-
proteina-1 secretoria (SPP-1), glicoproteina non metastatica-p (GPNMB) e fattore di
allungamento C-1 (FEZ-1) (Sirvastava et al., 2012), facendo supporre l'alterazione di alcuni
meccanismi immunitari quali la proliferazione, l'adesione cellulare, l’apoptosi e
l'attivazione delle cellule da parte del fungicida. Ulteriori esperimenti in vitro hanno
evidenziato danni allo sviluppo neurologico dopo l'esposizione a mancozeb ed ETU, i
quali determinano I'inibizione della respirazione mitocondriale (2.6-31.2ug/ml),
generazione attiva di specie reattive dell’ossigeno (ROS) (0.08-7.8 ug/ml) (Domico et al.,
2006; Domico et al., 2007), dellinduzione di stress ossidativo, della genotossicita e
dell'apoptosi nei fibroblasti di ratto (0.125-0.5 pg/ml). Dopo un’ora dall’esposizione al
mancozeb (da 125 a 500 ng/ml), e stato visto che le cellule subivano una rottura del DNA a
singolo filamento, misurata mediante elettroforesi su gel a singola cellula, aumento nella
produzione di addotti al DNA come la 8-idrossi-2-deossiguanosina (8-OHdg) e di ROS.
Tempi di esposizione piu lunghi (quattro ore) hanno indotto apoptosi, come risultato
dall’alterata espressione di BCL-2 e C- MYC, con una maggiore sensibilita dei fibroblasti.
A concentrazioni piu elevate di mancozeb o per periodi piu lunghi, maggiori di quattro
ore, sono stati registrati apoptosi ed alterazioni necrotiche.

La tossicita del mancozeb (20-200 uM) e stata dimostrata anche a livello gastrointestinale;

esso determina l’accumulo di metalli quali rame, zinco e manganese all'interno delle linee
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cellulari HT-29 e cellule del colon, portando ad un aumento dello stress ossidativo
intracellulare associato ad un incremento nella produzione e accumulo dei radicali liberi,
che contribuiscono ad aumentarne la tossicita (Hoffman et al.,2015). Studi in vivo su ratti a
cui sono stati somministrate differenti concentrazioni di mancozeb (da 0 a 1000 ppm) nel
mangime per 104 settimane hanno dimostrato l'aumento dei tumori maligni alla
mammella, pancreas, tiroide ed epatocarcinomi. Per questo motivo e stato considerato un

agente carcinogeno multipotente (Belpoggi et al., 2002).

1.5.3 Tossicita riproduttiva del mancozeb: studi in vivo ed in vitro
Il mancozeb e stato classificato come interferente endocrino, ovvero una sostanza in grado
di mimare la sintesi, la secrezione, il trasporto 'azione di alcuni ormoni endogeni o di
sostituirsi ad essi, interagendo con i loro recettori, responsabili dello sviluppo, del
comportamento, della fertilita, e del mantenimento dell'omeostasi cellulare. E stato
ipotizzato che l'effetto negativo di queste sostanze si verifichi tramite un’alterazione
dell'asse ipotalamo-ipofisi-gonade oppure direttamente sugli organi genitali, tramite la
citotossicita delle cellule germinali, inducendo tossicita riproduttiva (Jacobsen et al., 2012;
Hass et al., 2017). Tutto cio conduce alla compromissione della funzione riproduttiva e/o
all’alterazione dello sviluppo embrionale, come ritardo della crescita, malformazioni e
morte.
La tossicita riproduttiva del mancozeb e stata studiata in diversi modelli animali e
sull'uomo, tramite esperimenti in vitro e in vivo.
Nonostante mostri una bassa tossicita acuta nei mammiferi DLs=8g/kg/giorno nei ratti), e
stato dimostrato che I'esposizione a lungo termine al mancozeb induca aborto spontaneo,
mortalita e malformazioni fetali nei ratti e nei conigli, tossicita gonadica nelle femmine di
ratto, con conseguenti alterazioni genotossiche e maligne nelle cellule ovariche umane
(Paro et al., 2012; Srivastava et al., 2012; Runkle et al., 2017).
I risultati di studi in vivo supportano l'idea che il mancozeb e i ditiocarbammati esercitino
effetti negativi sul processo riproduttivo, determinando uno squilibrio ormonale in grado

di colpire la secrezione di gonadotropina e, di conseguenza, la performance riproduttiva
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di entrambi i sessi (Stocker et al., 2003). L'analisi trascrittomica delle ovaie di topi esposti in
vivo (100 mg/kg) ha rivelato un'anomalia della funzione della catena respiratoria
mitocondriale, responsabile del disaccoppiamento della fosforilazione ossidativa, dello
stress ossidativo, delle lesioni ovariche e dell'apoptosi (Bao et al., 2022).

La maturazione in vitro degli ovociti di topo puo essere utilizzata come test sensibile per
valutare eventuali alterazioni cellulari causate da pesticidi, anche a basse concentrazioni
ed aiutare a chiarire gli effetti dose-dipendenti.

Per esempio, in letteratura e riportato che il mancozeb altera le funzionalita riproduttive
quando usato a concentrazioni inferiori a quelle utilizzate per altre cellule. Infatti, a
concentrazioni di 0.003 pg/ml di mancozeb e stata evidenziata 1’apoptosi dei blastomeri
nel topo, provocando un arresto dello sviluppo embrionale (Greenlee et al., 2004).

Studi piu recenti in vitro hanno mostrato come il mancozeb abbia compromesso la
ricettivita dell'endometrio attraverso la soppressione diretta dell'espressione della
prostaglandina E sintasi (PGS) nel microambiente uterino (Akthar et al., 2020) ed
influenzato l'impianto dell'embrione di topo, riducendo l'attaccamento degli sferoidi
trofoblastici (surrogati dell'embrione) alle cellule epiteliali endometriali tramite la down
regolazione dell'espressione del recettore (3 degli estrogeni (ERP) e dell'integrina 33
(ITGB3) (Wang et al., 2021). Inoltre, e stato descritto recentemente come il mancozeb (0.3-30
pum/ml) possa ridurre l'espansione delle cellule del cumulo, indicando un'insufficiente
maturazione del citoplasma degli ovociti di capre in seguito all'esposizione ad alte dosi
(Dinisri et al., 2021).

Nei complessi cellule del cumulo-ovocita (CCO) esposti a basse concentrazioni di
mancozeb (dai 0.001 a 1 ug/ml), durante il periodo di maturazione in vitro, sono state
osservate alterazioni della morfologia del fuso meiotico, associate a una riduzione del
tasso di fecondazione in vitro, in maniera dose-dipendente (Rossi et al., 2006a). A tal
proposito, una ridotta capacita di sostenere le prime fasi della fecondazione, cioe la
formazione di due pronuclei, e stata confermata anche in vivo (Rossi et al., 2006b). E stato
ipotizzato che nel periodo pre-ovulatorio I'aumento della vascolarizzazione cellulare

possa facilitare il trasferimento di queste sostanze chimiche negli ovociti, come riscontrato
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dalla presenza di numerosi pesticidi nel liquido follicolare umano. Questo indica che, oltre
ai vari meccanismi d’azione, inquinanti ambientali come il mancozeb possono determinare
effetti tossici importanti sugli ovociti dei mammiferi; pertanto, il loro ruolo come causa di
infertilita non dovrebbe essere sottovalutato (Rossi et al., 2006a). La possibilita che la
cellula germinale femminile possa essere un bersaglio specifico del mancozeb suggerisce
per questo fungicida una probabile causa di infertilita anche nelle popolazioni umane
esposte (Cecconi et al., 2007).

Tuttavia, il meccanismo con il quale il mancozeb agisce sul sistema riproduttivo e
sull’embriogenesi resta ancora oggi in gran parte sconosciuto.

La tossicita di questo fungicida e stata osservata anche sulle cellule della granulosa. Dopo
'esposizione, nelle cellule della granulosa di topo si verificava la down regolazione di p53,
I'aumento della produzione di ROS e le alterazioni dell'attivita mitocondriale (Paro et al.,
2012; Iorio et al., 2015). Tutti questi risultati sono stati ulteriormente confermati dall'analisi
ultrastrutturale delle cellule della granulosa di topo, in cui e stata evidenziata la
condensazione della cromatina, il blebbing della membrana, la vacuolizzazione
citoplasmatica e la degenerazione cellulare (Palmerini et al., 2018).

Vista la stretta associazione tra le cellule della granulosa e l'ovocita, i danni causati al
comparto somatico delle CCO possono essere corresponsabili delle alterazioni delle cellule
germinali, con conseguenze sulla funzionalita legate alla capacita fecondante degli ovociti

stessi e quindi alla fertilita.
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L’oogenesi nei mammiferi: cenni generali

Una breve descrizione degli aspetti chiave dell'oogenesi dei mammiferi e della sua
regolazione ormonale e utile per evidenziare che le complesse relazioni molecolari tra
fattori ovarici, paracrini ed endocrini controllano e moderano la capacita di produrre un
ovocita fecondabile, un evento che puo essere considerato un indicatore dello stato di
salute riproduttivo nei mammiferi.

Nei mammiferi, la fecondazione dipende dal coordinamento di numerosi processi. Dal
lato materno, comporta la crescita, il reclutamento e la maturazione degli ovociti sotto
l'effetto di fattori endocrini periferici e follicolari, direttamente o attraverso l'interazione
con le cellule della granulosa follicolare; qualsiasi deviazione rispetto alla corretta
progressione di questi eventi puo portare alla produzione di ovociti meno competenti. Dal
lato paterno, gli spermatozoi devono progredire fino all'ampolla dell'ovidotto, dove
qualsiasi alterazione del microambiente puo influire sul rilascio, il trasporto e l'interazione

degli spermatozoi con I'ovocita (Greve e Callesen, 2001).

2.1 Lo sviluppo delle cellule germinali femminili

In tutte le specie di mammiferi, lo sviluppo del follicolo e dell'ovocita segue una serie
precisa e caratteristica di eventi che inizia con la formazione dell'ovaio poco dopo il
concepimento e termina con l'ovulazione ciclica di un ovocita maturo e competente in
metafase II (MII) (Picton et al., 2008). Questo processo nella femmina e conosciuto come
ovogenesi 0 gametogenesi femminile.

Nel periodo prenatale, circa 1000-2000 cellule germinali primordiali (PGC), che si formano
nell’epiblasto, migrano verso la cresta gonadica a formare gli ovogoni (cellule diploidi
specializzate). La migrazione delle PGC nei mammiferi avviene con tempistiche diverse
(Figura 2.1); negli esseri umani, la migrazione inizia durante la 3°-5 settimana
dell’embriogenesi e si conclude durante la 52-10° settimana. La regolazione dell'ingresso e

della progressione meiotica nei topi € molto simile a quella degli esseri umani. Nei topi, le
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PGC migrano nella gonade fetale allo stadio embrionale E1.5 ed entrano nella profase
meiotica I nella femmina quando le cellule germinali maschili vanno in arresto mitotico a

E13.5 (Sou et al., 2021).

A Migrating PGCs Gonadal PGCs Meiotic arrest/entry Meiosis
Homo sapiens
Week 3-5 o Week 5-10 = Week10 ~  Birth/Puberty/Adult
Ent Oogenesis S
Y TR
«——PGCs
Arrest
Meiotic entry .
e Spermatogenesis
Mus musculus E7.25 £10.5 S E19 S e,
i il P . e
Entry Mature sperm
Spermatogonia
Arrest

Figura 2.1: la migrazione delle PGC e l'ingresso meiotico in Homo sapiens e Mus musculus (Sou et al., 2021)

Attraverso un’attivita mitotica intensa, le PGC proliferano e conducono ad un aumento del
numero di ovogoni, raggiungendo un massimo di 6-7 milioni, nell'uomo. L’attivita
mitotica delle PGC e caratterizzata da citochinesi incompleta: gli ovogoni, derivanti dalla
stessa cellula germinale primordiale, restano collegati tra loro da ponti citoplasmatici,
formando strutture chiamate “cisti” o “nidi” (Pepling, 2006) e durante la loro divisione
sincrona, si associano alle cellule follicolari in via di sviluppo nella regione corticale
dell’ovaio (Motta et al., 2000). Nell'uomo, dopo la 20° settimana di gestazione iniziano
fenomeni degenerativi e apoptotici (atresici) che porteranno ad una drastica riduzione del
numero di ovogoni. Gli ovogoni arrestano le divisioni mitotiche, si trasformano in ovociti
primari, che entrano nella profase della prima divisione meiotica e si arrestano allo stadio
di diplotene, formando i cosiddetti follicoli primordiali, i quali permangono in questo
stadio di sospensione fino alla puberta, quando verra riattivata ciclicamente la

follicologenesi sotto la stimolazione degli ormoni ipotalamo-ipofisari.
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Lo sviluppo dell'ovocita umano e di topo avviene in maniera simile; la differenza
sostanziale e che nel topo il processo avviene in maniera piu veloce, probabilmente a causa
della loro vita piu breve (Wang e Pepling, 2021). Nell'uomo, I'inizio della puberta coincide
con la prima mestruazione, che si verifica tra i 10 e i 16 anni, mentre nel topo il periodo di
estro inizia tra il 30° e 50° giorno post-natale ed ha durata di 4-5 giorni.

Alla nascita, gli ovociti sono circa 1-2 milioni e vanno incontro a un’ulteriore riduzione
fino alla puberta, durante la quale restano mediamente circa 400.000-500.000 ovociti: di
questi, solo circa 400-500 ovociti giungeranno a maturazione e all’ovulazione (Gilbert,

2016).

PRIMORDIAL

PREANTRAL

EARLY ANTRAL

ANTRAL
CYTOKINES,

ESTROGENS,
FSH/LH, GH, NO,
IGF-1, EGF, T3/T4,

4 + ANGIOGENIC FACTORS

CONADOTROPIN - DEPENDENT
e

PREOVULATORY

LH
OVULATORY

e .
Figura 2.2: Rappresentazione schematica dello sviluppo dei follicoli nei mammiferi. Il reclutamento iniziale é stimolato da fattori

sconosciuti, mentre FSH, peptidi gonadici e fattori della famiglia TGF-B stimolano la crescita, la differenziazione e la sopravvivenza

dei follicoli primari/secondari. Durante lo sviluppo antrale, si verificano la selezione e la dominanza, che portano alla produzione di
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follicoli in grado di raggiungere lo stadio preovulatorio. I follicoli reclutati sintetizzano 17-Pestradiolo, fondamentale per la loro

sopravvivenza (Cecconi et al., 2007).

2.1.1 Follicologenesi e maturazione dell’ovocita

I follicoli primordiali sono circa 1-2 milioni alla nascita e sono costituiti dall’ovocita
centrale, circondato da uno strato di cellule follicolari, appiattite. Essi costituiscono la
riserva ovarica, che condiziona la potenzialita fertile e restano nello stato di quiescenza
finché non vengono reclutati nel pool di crescita.

La transizione da follicolo primordiale, conosciuta come attivazione o reclutamento, a
follicolo primario e caratterizzata da un cambiamento morfologico delle cellule follicolari,
che da appiattite diventano cuboidali, con un successivo accrescimento dell’ovocita, ed e
finemente regolata da un equilibrio di ormoni stimolatori, inibitori e di fattori di crescita
(Fortune et al., 2000). I follicoli rimangono nella fase primaria fino a quando non ricevono
il segnale per iniziare il processo di maturazione, attraverso un aumento dell'ormone
follicolo-stimolante (FSH). In questa fase, comincia ad essere visibile la zona pellucida,
costituita dalle quattro glicoproteine (ZP1-ZP2-ZP3-ZP4). La membrana basale separa le
cellule follicolari dallo stroma circostante mentre le cellule che circondano il follicolo
primario iniziano ad organizzarsi in strati concentrici (teca follicolare). Nella maturazione
a follicolo secondario, l'ovocita continua a crescere e aumentare in diametro mentre
iniziano a formarsi diversi strati di cellule follicolari e della teca, tra i quali si formano i
vasi capillari che fanno circolare il sangue da e verso 1'ovocita, portando alla formazione
del follicolo pre-antrale (Van den Hurk e Zhao, 2005). Le cellule della teca si differenziano
in due strati cellulari, la teca interna e la teca esterna. Esse presentano caratteristiche
ultrastrutturali ben precise (da cellule allungate e fusiformi divengono poliedriche),
maturano nel citoplasma gli organuli caratteristici della steroidosintesi, fungendo da fonte
di androgeni, precursori della sintesi di estrogeni operata dalle cellule della granulosa
(Maggofin, 2005). Lo strato interno della teca (teca interna) diventa sempre piu
vascolarizzato man mano che il follicolo continua a svilupparsi, mentre lo strato della

granulosa rimane avascolare (Knight et al.,, 2012). L'ovocita si affida alle cellule della
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granulosa per sostenere il suo sviluppo, ma a sua volta svolge un ruolo critico nel regolare
il tasso di crescita follicolare controllando la proliferazione e la differenziazione delle
cellule della granulosa e della teca (Edson et al. 2009; Eppig et al., 2002; Liu et al., 2006,
2015). Infatti, sebbene la crescita dei follicoli pre-antrali sia indipendente dalle
gonadotropine, e regolata dalla comunicazione bidirezionale tra 1'ovocita e le cellule
somatiche circostanti, che viene mediata dalle giunzioni gap (Peters et al., 1975; Van den
Hurk e Zhao, 2005).

Successivamente, all'interno del follicolo si forma una cavita nota come antro, portando in
questo modo al follicolo antrale. L’antro follicolare definisce due popolazioni separate di
cellule follicolari: le cellule del cumulo, che sono adiacenti all’ovocita, e le cellule della
granulosa murali che rivestono la parete del follicolo e fungono da fonte principale di
ormoni steroidei, agendo in collaborazione con le cellule della teca (Edson et al., 2009).

La follicologenesi in questa fase dipende dalla presenza delle gonadotropine ipofisarie,
ovvero I'FSH e I'ormone luteinizzante (LH). L'FSH e necessario per la sopravvivenza, la
proliferazione, la produzione di estradiolo e l'espressione del recettore per I'LH dei
follicoli antrali (Edson et al., 2009; Richards e Pangas 2010a, Canipari et al., 2020). La
maggior parte dei follicoli antrali subira poi una degenerazione atresica, mentre solo una
parte di essi continuera a svilupparsi fino a giungere allo stadio pre-ovulatorio (Figura
2.3B). L’accrescimento continuo del follicolo favorisce sia la vascolarizzazione sia il
differenziamento in teca interna e teca esterna.

A questo punto avviene un’altra tappa importante per la maturazione del follicolo, la
selezione del follicolo dominante, che andra avanti nel processo di maturazione sino
all’'ovulazione, mentre tutti gli altri andranno incontro ad atresia. In questa fase vi e un
aumento dell’FSH plasmatico. Il follicolo antrale che esprime il maggior numero di
recettori per 'FSH diventa dominante, accrescendo il suo volume e continuando a
maturare, e questo processo si accelera nelle 12 ore precedenti I'ovulazione (Peters et al.,

1975; Edson et al., 2009; Canipari et al., 2020) (Figura 2.3A).
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Figura 2.3: Sviluppo del follicolo ovarico e asse ipotalamolipofisi/ovarico. (A) Rappresentazione schematica dello sviluppo del
follicolo nei mammiferi, dallo stadio primordiale alla formazione del corpo luteo. L'ovocita ovulato si arresta in MII fino alla
fecondazione. (B) Il GnRH (ormone di rilascio delle gonadotropine) stimola il rilascio di FSH e LH. Quando le gonadotropine legano
recettori specifici presenti sulle cellule somatiche ovariche, stimolano la produzione di estrogeni e progesterone, che esercitano un

feedback negativo sul rilascio di gonadotropine (Canipari et al., 2020).

Le cellule della granulosa murali del follicolo selezionato cominciano ad esprimere un’alta
concentrazione di recettori per I'LH. In seguito al picco pre-ovulatorio di LH, si attivano
una sequenza di eventi culminante nell’ovulazione del follicolo dominante. Fino alla fase
pre-ovulatoria, il follicolo contiene un ovocita primario che e arrestato nella profase della
prima divisione meiotica. Durante la fase pre-ovulatoria tardiva, avviene la ripresa
meiotica dell’ovocita, che completa la prima divisione meiotica estrudendo il primo
globulo polare, inizia la seconda divisione meiotica, fino all’arresto in MII, si verifica
'espansione delle cellule del cumulo e la rottura del follicolo con il rilascio del complesso
cumulo-ovocita (CCO). L'ovocita secondario ¢ completamente maturo e acquisisce la
capacita di essere fecondato (Peters et al., 1975; Edson et al., 2009).

Una volta che l'ovocita viene rilasciato, le restanti cellule della granulosa e della teca
vanno incontro a differenziazione terminale per creare il corpo luteo (Edson et al., 2009). 11

corpo luteo e essenziale per linstaurazione e il mantenimento della gravidanza,
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soprattutto attraverso la secrezione di progesterone. Nel caso in cui non si verifichi la

fecondazione, esso degenera (Stocco et al., 2007).

2.2 Interazione tra le cellule del cumulo e I’ovocita

Un ambiente intrafollicolare sano favorisce 1'acquisizione della competenza allo sviluppo
degli ovociti, in gran parte attraverso il contributo coordinato delle cellule del cumulo e
del liquido follicolare (Eppig et al., 1994; Dumesic et al., 2015). Linterazione tra 'ovocita e
le cellule del follicolo si instaura a partire dalla formazione del follicolo primordiale fino al
momento dell’ovulazione. Questa comunicazione intercellulare & essenziale per lo
sviluppo del comparto follicolare, per la maturazione dell'ovocita e per l'acquisizione della
capacita fecondante (Dumesic et al., 2015; Da Broi et al., 2018).

Nei follicoli antrali, le cellule del cumulo contribuiscono al supporto metabolico e al
mantenimento dell'arresto meiotico nell'ovocita in crescita (Kidder et al., 2010; Coticchio et
al., 2015); quelle piu vicine all’ovocita si dispongono in maniera raggiata formando la
corona radiata e sono dotate di prolungamenti citoplasmatici che raggiungono la
superficie dell’ovocita, attraversando la zona pellucida, prendendo il nome di proiezioni

transzonali citoplasmatiche (Figura 2.4) (Familiari, 2016).

Figura 2.4: Micrografia rappresentativa di ovociti umani allo stadio di vescicola germinale (GV). La zona pellucida (ZP) é

attraversata da numerosi residui di proiezioni transzonali (TZP). E wvisibile lo spazio perivitellino (PVS) in cui sono presenti
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numerosi microvilli (mv). L'ooplasma é caratterizzato dalla presenza di granuli corticali suboolemmali (CG) e di numerosi

mitocondri (m); TEM, barra: 1 um (Palmerini et al., 2022).

Le cellule del cumulo svolgono diverse funzioni; favoriscono la capacitazione degli
spermatozoi e la reazione acrosomiale, rendono piu penetrabile la zona pellucida,
favoriscono la sintesi di ormoni, producendo enzimi necessari alle tappe metaboliche,
presentano attivita fagocitaria, mediano linterazione tra spermatozoo ed ovocita,
aumentando la superficie di contatto. Inoltre, hanno la capacita di sostenere le prime fasi
di sviluppo dell’embrione grazie alla produzione di piruvato, a partire da glucosio e
lattosio. Per tale ragione sono conosciute anche come cellule nutrici (Familiari, 2016).

Il dialogo intercellulare quindi si basa su una comunicazione bidirezionale ed avviene
attraverso due meccanismi principali: le giunzioni gap e i segnali paracrini (Da Broi et al.,
2018).

Le giunzioni gap sono canali di membrana intercellulare formati da connessine, che
consentono il trasferimento di piccole molecole dalle cellule del cumulo all'ovocita, tra cui
ioni, nucleotidi ciclici (cAMP, cGMP), metaboliti, aminoacidi e trascritti di RNA, che
contribuiscono alla meiosi, alla produzione di ATP e all'equilibrio del pH nell'ovocita
(Kidder, 2002; Winterhager e Kidder, 2015).

L’altra modalita di comunicazione prevede la segnalazione paracrina intrafollicolare; essa
e attiva durante tutta l'oogenesi e svolge un ruolo critico durante la crescita e la
maturazione follicolare, attraverso recettori e vie di segnalazione specifiche (Thomas et al.,
2006).

La segnalazione paracrina dalle cellule del cumulo all'ovocita favorisce la ripresa meiotica,
consente la maturazione nucleare, citoplasmatica e controlla l'attivita trascrizionale
(Monniaux, 2016).

A sua volta, 'ovocita modula le attivita delle cellule del cumulo producendo dei fattori
paracrini in grado di mediarne il metabolismo, la maturazione, la differenziazione e la

sopravvivenza (Glichrist et al., 2008; De Broi et al., 2018).
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La segnalazione paracrina determinata dall’ovocita verso le cellule del cumulo e stata
dimostrata in vitro da esperimenti in cui gli ovociti denudati presentavano anomalie nella
maturazione nucleare e citoplasmatica, riduzione della sintesi di acido ialuronico, e
riduzione dell’espansione delle cellule del cumulo (Buccione et al, 1990).

I fattori paracrini principalmente secreti dall’ovocita sono il GDF9 e il BMP15,
appartenenti alla superfamiglia TGF@ (Chang et al., 2002), diffondono attraverso la massa
del cumulo, e agiscono sulle cellule follicolari regolandone I'espressione genica, favorendo
il loro sviluppo ed il loro differenziamento (Dong et al., 1996; Yan et al., 2001).

Il GDF9 contribuisce al meccanismo di rimodellamento follicolare attraverso un aumento
della quantita di mRNA che codificano per le componenti strutturali filopodiali che
formano le proiezioni transzonali, le quali favoriscono la comunicazione tra cellule del
cumulo ed ovocita. Il BMP-15, invece, riveste un ruolo fondamentale nell’ovulazione ed in
generale nel metabolismo. Insieme al GDF-9 e coinvolto nella proliferazione cellulare,

nella biosintesi di colesterolo e nella glicolisi, fondamentali nelle prima fasi di sviluppo

dell’embrione (Figura 2.5) (Su et al., 2009; Robker et al., 2018).
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Figura 2.5: Rappresentazione schematica delle proiezioni transzonali (TZP) che originano dalle cellule della granulosa (Sou et al.,

2009).

2.311 ruolo protettivo delle cellule del cumulo nei confronti dell’ovocita

Le cellule del cumulo svolgono un ruolo essenziale nei processi di crescita e maturazione
dell’ovocita. Nel follicolo, l'intensa interazione bidirezionale tra ovocita e cellule del
cumulo, attraverso lo scambio di metaboliti durante diversi processi biologici, regola quei
meccanismi in grado di rendere 'ovocita competente per la fecondazione (Von Medgden
et al., 2020).

Insieme, le cellule del cumulo e 'ovocita formano il CCO, situato all'interno del follicolo
antrale, ed entra in contatto con il liquido follicolare, in un compartimento avascolare. Il
liquido follicolare e prodotto dalle cellule follicolari nelle ultime fasi di sviluppo del
follicolo secondario ed e costituito da un fluido simile al plasma. Esso costituisce una fonte
di metaboliti, piccole molecole di segnalazione, proteine, ROS e antiossidanti (Dumesic et
al., 2015; Freitas et al., 2017).

Le cellule del cumulo rappresentano i sensori della salute del follicolo e dell'ovocita e sono
in grado di modulare il microambiente extra-follicolare in risposta a richieste specifiche;
fungono da ponte e da barriera biologica, selezionando l'ingresso ed elaborando i
metaboliti. Le cellule del cumulo sostengono le esigenze dell’ovocita, preservandone la
loro competenza di sviluppo e la sua maturazione (Eppig, 1996).

Ad esempio, proteggono l'ovocita dai danni dello stress ossidativo e si occupano delle
sostanze che I'ovocita non e in grado di metabolizzare, svolgendo quindi un'importante
funzione metabolica (Tatemoto et al., 2000). Dati in letteratura confermano la capacita delle
cellule del cumulo di proteggere ed isolare il gamete femminile in presenza di condizioni
pericolose per la sua maturazione e per la sua acquisizione della competenza. Tatemoto e
collaboratori (2000) hanno messo in evidenza il ruolo delle cellule del cumulo nella
protezione dell’ovocita da fenomeni di morte cellulare e apoptosi causati dalle ROS. Dalla

loro analisi e emerso che gli ovociti privati delle cellule del cumulo mostravano segni di
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degenerazione, incremento di apoptosi ed un aumento dell’arresto della meiosi, in seguito
all’esposizione ai ROS, rispetto ai complessi cumulo-ovocita. Dati provenienti da uno
studio piu recente, in cui e stata valutata la capacita dei ROS di superare le funzioni
protettive delle cellule del cumulo e di influire sulla qualita dell'ovocita, ha dimostrato che
esse possono neutralizzare concentrazioni basse di H:0: e -OH, ma ad elevate
concentrazioni diminuiscono nel numero e nella vitalita, riducendo la risposta
antiossidante e rendendo gli ovociti piu suscettibili ai danni (Shaeib et al., 2016).

Come detto precedentemente, il liquido follicolare costituisce un serbatoio in cui si
accumulano composti, anche tossici, in grado di influenzare la maturazione degli ovociti.
In situazioni avverse di questo tipo, le cellule del cumulo possono non essere pit in grado
di proteggere l'ovocita dalle alterazioni causate dai composti tossici presenti, poiché essi
possono interrompere le funzionalita delle cellule del cumulo e ridurre di conseguenza la
qualita dell'ovocita. Numerosi studi hanno dimostrato le correlazioni tra i livelli di
contaminanti presenti nel liquido follicolare e la riduzione della fertilita femminile o dei
risultati della riproduzione assistita (Pocar et al., 2005; Campen et al., 2017). Ad esempio,
l'esposizione al bisfenolo-A (BPA) e stata correlata ad una riduzione del numero di follicoli
antrali e dei tassi di fecondazione e impianto (Souter et al., 2013).

Anche condizioni patologiche in siti lontani dalle ovaie (come processi infettivi e
infiammatori) possono influenzare il follicolo, danneggiare la qualita degli ovociti e
ridurre la fertilita. Alcuni studi hanno suggerito che le tossine, le molecole infiammatorie
ed i ROS possono raggiungere la circolazione ed entrare nell'ovocita o essere metabolizzati
dalle cellule del cumulo. Durante la fase antrale avanzata, quando il follicolo diventa
altamente vascolarizzato e il liquido follicolare rispecchia l'ambiente sistemico, queste
molecole possono avere ripercussioni importanti nel follicolo: possono interferire con
l'asse ipotalamo-ipofisi-gonade, influenzare le funzioni delle cellule del cumulo e sregolare
la steroidogenesi (Smith et al., 1979; Bolumar et al., 1982; Da Broi et al., 2018).

Queste considerazioni dimostrano l'importanza del ruolo protettivo che le cellule del

cumulo svolgono verso l'ovocita e come la perturbazione della loro funzionalita possa

38



Capitolo Due: L’oogenesi nei mammiferi: cenni generali

influenzare negativamente lo sviluppo e l'acquisizione della capacita fecondante della

cellula germinale femminile, ripercuotendosi di conseguenza sulla fertilita.
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Scopo dello studio

Al giorno d’oggi, 'utilizzo crescente di composti chimici nei settori agricoli ed industriali
rende I'uomo sempre piu a esposto a queste sostanze tossiche. L'esposizione ad inquinanti
come il fungicida mancozeb e legata a vari rischi per la salute umana, tra cui
problematiche inerenti alla fertilita. Il mancozeb, membro del gruppo dei ditiocarbammati,
e utilizzato nella gestione delle malattie fungine delle piante ed e stato classificato come
interferente endocrino. Nonostante la sua bassa tossicita acuta, I'esposizione cronica al
mancozeb puo ripercuotersi sulla salute riproduttiva. Dati riguardo i suoi effetti sugli
organi e sulle funzioni del sistema riproduttore hanno mostrato una diminuzione del peso
dell’utero, delle ovaie e dei testicoli, interruzione del ciclo estrale e cambiamenti patologici
negli organi riproduttivi, ad alte concentrazioni. I suoi effetti citotossici sono presenti
anche a basse concentrazioni. In vitro, a dosi comprese tra 0.001 e 1 ug/ml, altera la
morfologia del fuso meiotico nei CCO di topo, associata ad una riduzione del tasso di
fecondazione. Studi piu recenti hanno mostrato che il mancozeb potrebbe ridurre
I'espansione delle cellule del cumulo, indicando un’insufficiente maturazione del
citoplasma dell’ovocita. Sulle cellule della granulosa di topo, il mancozeb determina una
down regolazione di p53, I'aumento della produzione di ROS ed alterazioni dell'attivita
mitocondriale, risultati ulteriormente confermati dall'analisi ultrastrutturale in cui e stata
mostrata una condensazione della cromatina, blebbing della membrana, vacuolizzazione
citoplasmatica e degenerazione cellulare, all’aumentare delle concentrazioni di mancozeb
somministrate. Questi disturbi, agendo sulle cellule somatiche della parete del follicolo
ovarico, potrebbero portare ad un’alterazione, in vivo, delle funzioni di sostegno e
nutritizie che tali cellule esercitano sull’'ovocita, influenzando negativamente Ia
maturazione e la competenza alla fecondazione dell’ovocita stesso. Tuttavia, i meccanismi
di azione con cui il mancozeb agisce sugli organi riproduttivi femminili restano ancora
sconosciuti e gli studi morfologici ultrastrutturali sui tessuti esposti a tale fungicida sono

al momento pochi e insufficienti a chiarirne 'effettiva tossicita riproduttiva. Lo scopo del
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presente lavoro e stato, quindi, quello di analizzare l'ultrastruttura degli ovociti di topo
esposti in vitro a concentrazioni crescenti di mancozeb (0.001-1 ug/ml), mediante 'utilizzo
di microscopia ottica (MO) e microscopia elettronica a trasmissione (MET), e di eseguire
un'analisi morfometrica degli organelli piu significativi, per valutare gli effetti
potenzialmente dannosi dell'esposizione al mancozeb e le sue eventuali ripercussioni sulla

fertilita.
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Materiali e metodi

4.1 Animali

Il modello animale usato nel presente lavoro e stato il topo Swiss CD1. Durante tutto lo
studio, gli animali sono stati mantenuti in condizioni di temperatura costante (tra i 21-
22°C), con almeno 12 ore di luce al giorno e libero accesso a cibo e acqua.

Dodici femmine prepubere di 21-23 giorni sono state trattate i.p. con 5UI di PMSG
(pregnant mare serum gonadotropin, gonadotropina corionica equina) (Intervet, Milano,
Italia), ad azione follicolo stimolante. Dopo 48 ore, gli animali sono stati sacrificati tramite
dislocazione cervicale (Palmerini ef al., 2018). Gli animali sono stati mantenuti secondo la
Guida per la cura e 1'uso degli animali da laboratorio del Ministero della Salute italiano. Il
comitato locale ha approvato il protocollo sperimentale sulla cura degli animali e in
conformita con gli standard internazionali di cura degli animali e di pratica medica

veterinaria (Univaq 2012-2014).

4.2 Protocollo sperimentale ed isolamento dei CCO

Per questo studio, e stata valutata la tossicita riproduttiva del mancozeb, utilizzando
concentrazioni comprese in un range che va da 0.001 a 1 ug/ml. Sono state analizzate le

seguenti condizioni sperimentali:

1) Controlli
2) Mancozeb 0.001 pg/ml
3) Mancozeb 0.01 pg/ml
4) Mancozeb 0.1 ug/ml
5) Mancozeb 1 ug/ml
Le ovaie di topo sono state bucate con aghi di siringhe da insulina per recuperare il

contenuto dei follicoli antrali, da cui sono stati ottenuti i CCO.
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4.3 Maturazione in vitro dei CCO

I CCO (10/gruppo) sono stati portati a maturazione in vitro a 37 °C e 5% di CO:in MEM
alfa, integrato con 0.23 mM di piruvato e 2 mM di L-glutammina, con o senza (controllo)
basse concentrazioni di fungicida, ovvero da 0.001 a 1 pg/ml.

Queste concentrazioni sono state selezionate sulla base di risultati ottenuti da precedenti
studi sugli ovociti e sulle cellule della granulosa di topo trattati con il mancozeb (Rossi et
al., 2006b; Palmerini et al., 2018). E stata preparata una soluzione madre di mancozeb (50
ug/ml, 50X) risospendendo il fungicida nel terreno di coltura o nel veicolo (DMSO:
dimetilsolfossido) per ottenere le concentrazioni desiderate, diluendo con il terreno di
coltura. Il volume finale dei veicoli aggiunti ai campioni non ha mai superato lo 0.1% (v/v)
e non sono stati osservati effetti negativi sulla maturazione (Rossi et al., 2006a).

Dopo 16 ore, gli ovociti di controllo e quelli esposti al mancozeb, alle diverse
concentrazioni, sono stati privati delle cellule del cumulo ed arrestati in MII, come
evidenziato dall'estrusione del primo globulo polare. Gli esperimenti sono stati ripetuti in

triplicato.

4.4 Preparativa per la Microscopia Ottica e per la Microscopia Elettronica a

Trasmissione

Dopo il prelievo, gli ovociti sono stati immediatamente fissati in glutaraldeide al 2.5%
(Agar Scientific, Cambridge Road Stansted Essex, Regno Unito) in PBS (soluzione salina
tamponata con fosfato, pH=7-7.4) e sono stati mantenuti a 4 °C fino alla successiva
preparazione per le osservazioni al MET (Nottola et al., 2007; Khalili et al., 2012; Coticchio
et al., 2012; Palmerini et al., 2017; Palmerini et al., 2018). Dopo diversi lavaggi in PBS, gli
ovociti di topo sono stati post-fissati con tetrossido di osmio all'l1% (Electron Microscopy
Sciences) in PBS per 1 ora e mezza, tenuti in un compartimento buio a 4 °C.
Successivamente, sono stati quindi incorporati in piccoli blocchi di agar all'l1% delle
dimensioni di circa 5 x 5 x 1 mm, disidratati in etanolo a concentrazioni crescenti, immersi

in ossido di propilene per la sostituzione del solvente e lasciati per una notte in una
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soluzione di ossido di propilene/resina 1:1. Infine, sono stati inclusi in resina epossidica
EMbed-812 (Electron Microscopy Sciences, 1560 Industry Road, Hatfield, PA, USA) e
sezionati con un ultramicrotomo Ultracut E (Leica EMUC6, Wetzlar, Germania). Le sezioni
semifini (dallo spessore di 1 um) sono state tagliate con lame di vetro, colorate con blu di
metilene (Sigma-Aldrich), esaminate con MO (Zeiss Axioskop) e fotografate con una
fotocamera digitale (Leica DFC230).

Le sezioni ultrasottili (dallo spessore di 70-90 nm) sono state ottenute con una lama di
diamante, raccolte su retini di rame e contrastate con Uranyless (alternativa all'acetato di
uranile) (TAAB Laboratories Equipment Ltd., Aldermaston, Regno Unito) e Citrato di
piombo (Electron Microscopy Science) prima di essere esaminate e fotografate con i
microscopi elettronici Zeiss EM10 e Philips TEM CM100, operanti a 80 kV.

I parametri valutati mediante MO e MET e presi in considerazione per l’analisi
morfologica qualitativa delle caratteristiche ultrastrutturali degli ovociti sono stati i
seguenti: caratteristiche generali (comprese forma e dimensioni); organizzazione
citoplasmatica e organuli cellulari (stato di conservazione, tipo, distribuzione); oolemma
(integrita della membrana, presenza, aspetto e distribuzione dei microvilli); spazio

perivitellino (larghezza, presenza di frammenti citoplasmatici) e zona pellucida.

4.5 Analisi morfometrica

Dopo l'osservazione delle fotografie al MET a basso ingrandimento degli ovociti di
controllo e di quelli trattati con il mancozeb, per misurare la densita numerica di
mitocondri, del reticolo endoplasmatico liscio (REL), delle vescicole autofagiche, dei corpi
multivescicolari e dei corpi densi lamellari, dei granuli corticali e dei microvilli, e stato
utilizzato il software Image] 1.54 v (Palmerini et al., 2017; Leoni et al., 2018). In particolare,
la densita numerica dei mitocondri, degli elementi del REL vescicolari e tubulari, delle
vescicole autofagiche, dei corpi multivescicolari e dei corpi lamellari densi e stata
determinata su almeno cinque sezioni equatoriali (distanza tra le sezioni: 3 um) di due

ovociti per gruppo. I valori sono stati espressi come densita numerica per 50 um? dell'area
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dell'oocita. La valutazione della densita dei granuli corticali e dei microvilli e stata
eseguita analizzando micrografie MET a 2500x dei profili dell'intera superficie su cinque
sezioni equatoriali (Bianchi et al., 2014) di due ovociti per gruppo. I valori sono stati
espressi come densita di granuli corticali e di microvilli (numero di granuli corticali e

microvilli per 10 um del profilo di superficie lineare dell'ovocita).

4.6 Analisi Statistica

Tutti i dati sono espressi come medie + deviazione standard (DS). I confronti statistici sono
stati eseguiti utilizzando ' ANOVA ad una via con il test HSD ("differenza onestamente
significativa") di Tukey per l'analisi post-hoc (GraphPad InStat. GraphPad Software, La
Jolla, San Diego, CA, USA). Le differenze nei valori sono state considerate significative se

p <0,05.
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Risultati

5.1 Controlli

Al microscopio ottico, le sezioni semifini degli ovociti di controllo hanno mostrato una
forma rotonda, regolare con un diametro equatoriale di circa 80 pm. L'ooplasma appariva
denso e omogeneo, circondato da una zona pellucida intatta (Figura 5.1 A, riquadro).

L’analisi al MET ha rivelato la presenza di numerosi organuli cellulari distribuiti
uniformemente nell’ooplasma, indice di un alto rapporto tra citoplasma/organelli (Figura
5.1 A). I mitocondri erano numerosi, dalla forma sia rotonda che ovoidale, ed erano per lo
piu organizzati a gruppi nell'ooplasma. Le creste mitocondriali erano ben distinguibili, con
una matrice mitocondriale densa; sia la membrana mitocondriale interna che quella
esterna apparivano elettron-dense (Figura 5.1 B-D). In tutto I'ooplasma era diffusa una
tipica struttura fibrillare degli ovociti di topo, definita “lattice citoplasmatico”. Le
goccioline lipidiche ed il REL erano presenti (Figura 5.1 B). Erano presenti numerosi corpi
lamellari densi, mentre aggregati multivescicolari di piccole vescicole e grandi vacuoli
erano per lo piu localizzati nella regione corticale dell'ooplasma (Figura 5.1 C).
Occasionalmente, alcune vescicole di autofagosomi immature si presentavano sparse nel
citoplasma. I granuli corticali erano numerosi, rotondi, uniformemente elettron-densi, e
disposti linearmente al di sotto dell'oolemma (Figura 5.1 B). Lo spazio perivitellino
risultava stretto ed occupato da numerosi microvilli, lunghi e sottili, che originavano
dall'oolemma. La zona pellucida appariva continua e caratterizzata da un aspetto poco

denso (Figura 5.1 B-C). Nella Tabella 5.1 e mostrata una sintesi dei risultati principali.

5.2 Mancozeb 0.001 pg/ml

Gli ovociti esposti in vitro alla pit bassa concentrazione di mancozeb presentavano
caratteristiche morfologiche simili al gruppo di controllo. Al microscopio ottico, la zona
pellucida era intatta, lo spazio perivitellino sottile ma ben evidente e 'ooplasma mostrava

un'elevata densita di organelli (Figura 5.2 A, riquadro).
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Le microfotografie MET a basso ingrandimento hanno confermato un'ultrastruttura
citoplasmatica simile ai controlli, con gli organelli numerosi e distribuiti omogeneamente
nell'ooplasma (Figura 5.2 A); il lattice citoplasmatico risultava ben distinguibile ed
uniformemente distribuito nell'ooplasma. I mitocondri erano gli organelli piu evidenti. Ad
alto ingrandimento, i mitocondri si presentavano raggruppati in clusters, e conservavano
le loro caratteristiche ultrastrutturali simili ai controlli, ossia una forma da rotonda a
ovoidale, con le membrane mitocondriali interna ed esterna elettron-dense (Figura 5.2 B-
D). Raramente, nell'ooplasma erano presenti mitocondri vacuolati. Era possibile
riscontrare numerosi corpi multivescicolari ed il REL, isolati o disposti in gruppi; spesso
nell'ooplasma sono stati rilevati anche corpi densi lamellari legati alla membrana,
contenenti un denso materiale non digeribile (Figura 5.2 B-C). Occasionalmente, sono state
trovate vescicole autofagiche immature con un lume marcato e delimitato da una doppia
membrana (Figura 5.2 D). I granuli corticali dalla forma tondeggiante, con contenuto scuro
e denso di elettroni, erano numerosi e localizzati appena sotto 1'oolemma (Figura 5.2 C). I
microvilli, spessi e corti, erano regolarmente distribuiti lungo 1'oolemma mentre lo spazio
perivitellino appariva stretto (Figura 5.2 A-C). La Tabella 5.1 mostra una sintesi dei

risultati principali.

5.3 Mancozeb 0.01 pg/ml

Al microscopio ottico, gli ovociti trattati con una concentrazione di 0.01 pg/ml di
mancozeb apparivano con forma rotonda e una zona pellucida intatta. Lo spazio
perivitellino risultava meno spesso rispetto ai controlli e al mancozeb 0.001 pg/ml (Figura
5.3 A, riquadro).

Diversamente dai gruppi precedenti, la valutazione al MET ha evidenziato una
distribuzione meno omogenea degli organelli che, seppur presenti, risultavano essere
meno abbondanti nell’'ooplasma (Figura 5.3 A-B). Era possibile notare la presenza di
gruppi di mitocondri, con forma rotondeggiante, in cui si distinguevano le membrane

mitocondriali interna ed esterna, dense di elettroni. Talvolta nell’ooplasma, apparivano
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alcuni mitocondri vacuolati, in cui la membrana esterna e le creste mitocondriali non
erano ben distinguibili (Figura 5.3 B-D-E). Erano visibili le vescicole del REL (Figura 5.3 B),
insieme ad aggregati multivescicolari e corpi multivescicolari. Le strutture fibrillari,
tipiche del lattice citoplasmatico, apparivano ben riconoscibili (Figura 5.3 B-C).
Nell'ooplasma erano presenti anche numerosi corpi densi lamellari e le vescicole mature
associate all'autofagia (Figura 5.3 C, riquadro). Nella porzione corticale degli ovociti, i
granuli corticali risultavano meno abbondanti, rispetto ai gruppi precedenti (Figura 5.3 D).
I microvilli si presentavano leggermente piu corti in lunghezza, meno numerosi e
distribuiti in modo piu irregolare lungo 1’'oolemma; inoltre, nello spazio perivitellino sono
stati riscontrati materiali extracellulari e detriti cellulari (Figura 5.3 C). La zona pellucida,
invece, presentava un’elevata densita (Figura 5.3 C). Nella Tabella 5.1 sono riportati i

principali risultati.

5.4 Mancozeb 0.1 pg/ml

Gli ovociti esposti alla concentrazione di mancozeb pari a 0.1 pg/ml apparivano, tramite
I’analisi con il MO, con una forma da rotonda a ovale, lo spazio perivitellino molto stretto
e la zona pellucida era intatta (Figura 5.4 A, riquadro).

L'analisi ultrastrutturale ha invece evidenziato una drastica riduzione della densita degli
organelli (Figura 5.4 A). Rispetto al gruppo precedente (0.01 pg/ml), i mitocondri
risultavano meno numerosi, e le loro creste mitocondriali meno evidenti (Figura 5.4 A-B-
C), alcuni di essi apparivano vacuolati (Figura 5.4 D), anche se la quantita di mitocondri
vacuolizzati e rimasta quasi invariata in confronto al gruppo precedente.
Occasionalmente, gli elementi tubulari del REL erano riconoscibili (Figura 5.4 B). Gli
aggregati multivescicolari erano distribuiti nella porzione corticale del citoplasma degli
ovociti, accompagnati dai corpi lamellari densi (Figura 5.4 B). Inoltre, le osservazioni al
MET hanno rilevato la presenza di strutture compatibili con vescicole autofagiche mature,
racchiuse da una singola membrana e contenenti materiale membranoso di origine non

riconoscibile (Figura 5.4 C, riquadro). La densita numerica dei granuli corticali risultava
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ridotta, mentre i microvilli apparivano piu piccoli e piu corti nell’oolemma (Figura 5.4 B).
Nello spazio perivitellino erano presenti materiale extracellulare e detriti (Figura 5.4 C),
mentre la zona pellucida appariva sottile e densa. La Tabella 5.1 mostra una sintesi dei
principali risultati.

5.5 Mancozeb 1 pg/ml

Alle concentrazioni piu elevate di mancozeb, gli ovociti presentavano segni di danno
ultrastrutturale. Tramite il MO, gli ovociti apparivano con forma rotonda, talvolta
I'ooplasma mostrava organelli condensati in un polo (Figura 5.5 A, riquadro).

La valutazione al MET ha rivelato un basso rapporto citoplasma/organelli e una
distribuzione disomogenea degli organelli, che apparivano ridotti in alcune aree
dell'ooplasma, rispetto ai gruppi precedenti (Figura 5.5 A). I mitocondri erano meno
numerosi, dalla forma rotondeggiante e ovoidale, talvolta vacuolati. Le membrane
mitocondriali esterne apparivano molto dense di elettroni (Figura 5.5 B). Occasionalmente,
vi erano gruppi di mitocondri non vacuolati, isolati (Figura 5.5 B, riquadro). Il lattice
citoplasmatico era identificabile nell'ooplasma tramite le tipiche strutture fibrillari; erano
visibili i corpi multivescicolari ed i corpi densi lamellari (Figura 5.5C-D). In alcune
porzioni al di sotto dell'oolemma era possibile notare aree in cui gli organuli cellulari
erano assenti, in particolare i granuli corticali risultavano rari (Figura 5.5 A-B). I microvilli
apparivano per lo piu corti, piccoli, appiattiti e poco numerosi, anche se in alcune zone
dell’'oolemma erano piu lunghi. Talvolta, nello spazio perivitellino, sono stati trovati
materiali extracellulari, come vescicole extracellulari e frammenti cellulari (Figura 5.5 B-D).
La zona pellucida appariva sottile e densa (Figura 5.5 C-D). Nella Tabella 5.1 sono stati

riportati i principali risultati.
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5.6 Pannelli di figure

Controlli

Figura 5.1. Ultrastruttura di ovociti di topo del gruppo di controllo. Micrografia rappresentativa al MET che mostra in (A) la
morfologia generale della regione corticale degli ovociti di topo in MII, la microtopografia degli organelli intracellulari ed i microvilli.
Sono visibili mitocondri rotondi/ovoidali (m), corpi multivescicolari (cmv) e granuli corticali (gc); zp: zona pellucida; mv: microvilli

(MET, barra: 1 um). Nel riqguadro in A: immagine rappresentativa di una sezione semifine di ovocita di topo (MO, Mag: 40x). (B)
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Ad alto ingrandimento, nella parte corticale degli ovociti di topo sono evidenziati ammassi di mitocondri (m), goccioline lipidiche
(gl), corpi multivescicolari (cmv), granuli corticali (gc) ed i microvilli distribuiti regolarmente (mv) lungo 'oolemma (MET, barra:
800 nm). (C) Gli aggregati multivescicolari (mva) sono visibili nella parte corticale, con corpi densi lamellari (cdl), ad alto
ingrandimento. Si notano i lunghi e sottili microvilli (mv) (MET, barra: 800 nm). (D) Porzione di ooplasma che mostra gli organelli
cellulari: mitocondri (m) con le creste elettron-dense, accompagnati da corpi multivescicolari (cmv), aggregati multivescicolari

(amv). Si osservano corpi densi lamellari(cdl), REL e l'estesa struttura fibrillare del lattice citoplasmatico (*) (MET, barra: 600 nm).

Mancozeb 0.001 pg/ml

Figura 5.2. Ultrastruttura degli ovociti di topo del gruppo mancozeb 0.001 ug/ml. (A) Le micrografie al MET a basso ingrandimento
di ovociti di topo in MII mostrano un'elevata conservazione degli organelli cellulari, omogeneamente distribuiti nel citoplasma. Sono
visibili mitocondri raggruppati (m) e numerosi aggregati multivescicolari (amv); mv: microvilli; zp: zona pellucida (MET, barra: 2
um). Nel riquadro in A: sezione semifina rappresentativa di un ovocita di topo (MO, Mag: 40x). (B) Immagine MET rappresentativa
della regione corticale degli ovociti di topo. Sono visibili ammassi di mitocondri (m), con le creste dense di elettroni, accompagnati da
aggregati multivescicolari (amv) e corpi multivescicolari (cmv). zp: zona pellucida (MET, barra: 500 nm). (C) Ad alto

ingrandimento, una piccola porzione della regione corticale dell’ovocita evidenzia i corpi multivescicolari (cmv), insieme con i corpi
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densi lamellari (cdl) e gli aggregati multivescicolari (amv). I granuli corticali (gc) sono disposti linearmente sotto I'oolemma. Si noti
che i corpi multivescicolari (cmv) ed i corpi densi lamellari (cdl) sono in stretta associazione con una vescicola di tipo autofagico
(punta della freccia). Si osservano microvilli corti e spessi (mv) (MET, barra: 500 nm). (D) Micrografie dell’ultrastruttura
citoplasmatica dell’ovocita di topo. L'immagine mostra diverse strutture citoplasmatiche come mitocondri (m), con forma rotonda o
ovale e doppia membrana visibile, corpi multivescicolari (cmv) e aggregati multivescicolare (amv), corpi densi lamellari (cdl) e la

matrice fibrillare del lattice citoplasmatico (*). E visibile una vescicola immatura di tipo autofagico delimitata da una doppia

membrana e da un lume pii ampio (freccia). E visibile anche il REL, con piccole vescicole (MET, barra: 1 um).

Mancozeb 0.01 pg/ml

Figura 5.3. Ultrastruttura di ovociti di topo del gruppo mancozeb 0.01 ug/ml. Micrografia al MET rappresentativa di un ovocita di
topo che mostra in (A) una distribuzione disomogenea degli organelli intracellulari. Si notano numerosi corpi densi lamellari (cdl),
corpi multivescicolari (cmv), aggregati multivescicolari (amv) e mitocondri (m); mv: microvilli (MET, barra: 1 um). In (A): sezione
semifina rappresentativa di un ovocita di topo (MO, Mag: 40x). (B) Una porzione di organuli liberi nella regione corticale. Si
osservano ammassi di mitocondri vacuolati (vm), aggregati multivescicolari (amv) e REL. I granuli corticali sono meno visibili. Sono
presenti meno microvilli (mv), corti e pitl spessi. zp: zona pellucida (MET, barra: 1 um). (C) Alto ingrandimento della regione
corticale in ovociti in MII, che mostra pochi organuli. Si notano, nello spazio perivitellino (spv), materiale extracellulare e detriti

(freccia); amv: aggregati multivescicolari; (*): lattice citoplasmatico (MET, barra: 800 nm). Riquadro in (C): ammassi di mitocondri
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(m), corpi multivescicolari (cmv) e vescicole autofagiche immature (punta della freccia) delimitati da una doppia membrana, con
materiale riconoscibile derivato da organelli citoplasmatici (MET, barra: 800 nm). (D) Granulo corticale isolato (gc) visibile sotto
I"oolemma; mitocondri vacuolati (vm) (MET, barra: 800 nm). (E) Gruppi di mitocondri vacuolati (vm) e mitocondri (m) ad alto

ingrandimento (MET, barra: 800 nm).
Mancozeb 0.1 pug/ml

Figura 5.4. Ultrastruttura degli ovociti di topo nel gruppo mancozeb 0.1 ug/ml. (A) Micrografia al MET che mostra la morfologia

generale dell"ovocita in MII. Nel citoplasma sono visibili pochi organelli; m: mitocondri; zp: zona pellucida. Sono visibili rari granuli
corticali (freccia) (MET, barra: 2 um). In (A): semifina di ovocita di topo (MO, Mag: 40x). (B) Porzione della regione corticale che
mostra microvilli (mv) corti e non omogenei sporgenti nello spazio perivitellino (spv), REL e corpi lamellari densi (cdl) (MET, barra:
1 um). (C) Porzioni della cortex di ovociti di topo con pochi organelli, sporadici ammassi di mitocondri (m). Si noti la presenza di
materiali extracellulari e detriti (freccia) nello spazio perivitellino. (MET, barra: 1 um). Riquadro in (C): Vescicole mature di tipo
autofagico (freccia) racchiuse in una singola membrana, contenenti materiale di origine non riconoscibile e mitocondri vacuolati (vm)
(MET, barra 600 nm). (D) Immagine MET dell’ooplasma che mostra mitocondri vacuolati (vm), corpi densi lamellari (cdl),

aggregati multivescicolari (amv) e abbondante lattice citoplasmatico (*) (MET, barra: 1 um).

56



Capitolo Cinque: Risultati

Mancozeb 1 pg/ml

Figura 5.5. Ultrastruttura di ovociti di topo nel gruppo mancozeb 1 ug/ml. (A) Micrografia al MET rappresentativa della regione
corticale che mostra una bassa densita di organuli cellulari. Sono visibili pochi mitocondri (m); i granuli corticali sono assenti. Si
noti la mancanza di microvilli (freccia) sull’oolemma; zp: zona pellucida (MET, barra: 2 um). Riquadro in (A): sezione semifina di
ovociti di topo, con gli organuli condensati in un polo (MO, Mag: 40x). (B) Una porzione della regione corticale con una
distribuzione non omogenea di organuli sotto l'oolemma e microvilli corti e spessi (mwv). Nello spazio perivitellino sono visibili
vescicole esocitotiche (freccia); mitocondri (m) (MET, barra: 1 um). Riquadro in (B): gruppi di mitocondri (m) e mitocondri vacuolati
(vm) (MET, barra: 1 um). (C) Alto ingrandimento della regione corticale con piti organelli presenti; mitocondri (m) con creste pitt
evidenti, corpi lamellari densi (cdl) e corpi multivescicolari (cmv); spv: spazio perivitellino; (*): lattice citoplasmatico; (MET, barra: 1
um). (D) Micrografie MET rappresentative della regione corticale dell’ovocita di topo. Sono visibili i corpi multivescicolari (cmv).
Sono presenti pochi granuli corticali (gc). 1 microvilli (mv) sono corti e distribuiti irregolarmente sull’oolemma. Nello spazio

perivitellino sono presenti materiale extracellulare, esosomi e detriti (freccia); zp: zona pellucida; (MET, barra: 1 um).
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Mancozeb
Controlli 0.001 pug/ml 0.01 ug/ml 0.1 ug/ml 1 ug/ml
Lattice Distribuito Distribuito Distribuito Distribuito Distribuito
citoplasmatico | uniformemente | uniformemente | uniformemente | uniformemente | uniformemente
Rotondi, Incremento
Rotondji, Incremento delle | Prevalenza delle
Mitocondri ovoidali, matrice delle forme
ovoidali forme vacuolate | forme vacuolate
densa vacuolate
Rotondi, scuri Rotondi, scuri
Granuli Rotondi, scuri Rotondi, scuri Rotondi, scuri
ed elettron- ed elettron-
corticali ed elettron-densi ed elettron-densi | ed elettron-densi
densi densi
Microvilli Lunghi e sottili | Pilt1 spessi Corti e spessi Corti e spessi Piatti
Zona pellucida | Densa Densa Densa Sottile e densa Sottile e densa

Tabella 5.1: Sintesi dei dati qualitativi ottenuti mediante analisi al MET riguardo le principali caratteristiche ultrastrutturali in

ovociti non esposti (controlli) ed esposti a concentrazioni crescenti di mancozeb (0.001-1 ug/mli).

5.7 Analisi morfometrica

L'analisi morfometrica ha evidenziato una tendenza alla diminuzione della densita
numerica dei mitocondri, dal controllo alle concentrazioni crescenti di mancozeb (C:
28+7.131; 0.001 pg/ml: 24.13+5.436; 0.01 pg/ml: 23.38+8.684; 0.1 pug/ml: 21.13+4.794; 1 pug/ml:
18.25+5.175). Tuttavia, una diminuzione significativa e stata rilevata principalmente tra il
gruppo esposto alla concentrazione di mancozeb pari a 1 ug/ml ed i controlli (18.25+5.17
vs 28+7.131; p<0.05) (Tabella 5.2). La densita dei corpi multivescicolari, dei corpi densi
lamellari e degli elementi vescicolari/tubulari REL non ha mostrato differenze significative

tra i vari gruppi (p>0.05) (Tabella 5.2), ad eccezione delle vescicole autofagiche che hanno
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mostrato una tendenza all’aumento in relazione all'incremento delle concentrazioni di
mancozeb, seppur non significativa.

La valutazione morfometrica dei granuli corticali ha rilevato che il gruppo di controllo e il
gruppo esposto alla dose di mancozeb dello 0.001 pg/ml presentavano un numero
significativamente inferiore per 10 um rispetto al gruppo mancozeb 1 ug/ml (3 +0.7 e
3.2+0.8 vs 0.8+0.8, rispettivamente; p<0.05), con una tendenza generale alla diminuzione,
come si e visto per i mitocondri (Tabella 5.2). Il numero di microvilli per 10 um risultava
diminuito a concentrazioni crescenti del pesticida, rispetto ai controlli (15.6+2.408), con
una differenza altamente significativa nel gruppo esposto alla concentrazione di 1 pg/ml

(6+2.449; p<0.001) (Tabella 5.2).

Mancozeb
Controlli 0.001 pug/ml 0.01 ug/ml 0.1 ug/ml 1 ug/ml

Mitocondri (50 pym?) 28+7.1312 2413 +5.436 2> | 23.38 +8.684 2> | 21.13 +4.794 2> | 18.5+£5.175®
Corpi multivescicolari e
corpi densi lamellari 7 +1.581 8.6 +1.517 7.4 +1.517 7.2 +0.836 74+1.14
(50 ym?)
Vescicole autofagiche

0.6 +0.547 0.8 +0.836 1.4 +0.547 1.6 +0.547 1.8 +0.836
(50 pym?)
REL (50 ym?) 31 2.8+1.789 24+1.14 1.8 +0.836 0.8+0.836
Granuli corticali/10 ym | 3 +0.707 2 3.2+0.837 ab 1.6 +0.894 a< 1.6+1.142c 0.8+0.837 ¢
Microvilli/10 ym 15.6 £2.408 2 14.4+2.7022> | 11+£2.345" 11.4+15172> | 6+2.449¢

Tabella 5.2: Valutazione morfometrica (espressa come media + deviazione standard) degli organelli nei gruppi di

controllo ed esposti al mancozeb (0.001-1 ug/ml). La morfometria é stata eseguita utilizzando I’ ANOVA a una via con

analisi post-hoc HSD di Tukey. I diversi apici indicano una differenza significativa (p < 0.05).
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Discussione e conclusione

I risultati presentati in questo studio hanno descritto gli effetti di dosi crescenti di
mancozeb sull'ultrastruttura degli ovociti di topo, mettendo in evidenza una buona
preservazione morfologica generale degli ovociti esposti alle concentrazioni che vanno da
0.001 a 0.1 pg/ml, diversamente da quanto osservato negli ovociti esposti alla piu alta
concentrazione di fungicida testato (1 pg/ml), in cui sono stati individuati cambiamenti
morfologici che hanno interessato principalmente la forma degli organelli, la loro densita
numerica e la membrana plasmatica.

Il mancozeb e un fungicida ampiamente utilizzato in agricoltura fin dagli anni 50 (Colosio
et al., 2002). Sebbene sia stato bandito dall’EFSA nel dicembre 2020, giungono ancora oggi
in Italia ed in Europa prodotti trattati con il mancozeb a causa dell'importazione di merci
da parte di Paesi, in cui il suo utilizzo & ancora permesso. E un composto chimico di sintesi
caratterizzato da una bassa tossicita acuta, e da una lunga persistenza sulle foglie. La sua
tossicita e strettamente correlata a fenomeni metabolici con formazione di etilentiourea e
bioaccumulo nei tessuti e nei fluidi biologici, anche a concentrazioni molto basse.

Il mancozeb e classificato anche come interferente endocrino; determina una riduzione dei
livelli di tiroxina (T4) nelle femmine di ratto, effetti negativi sul tubo neurale (Nordby et
al., 2005; Axelstad et al., 2011) ed effetti genotossici nell'uomo (Runkle et al., 2017).
Alterazioni patologiche nelle ovaie di topo e del ciclo estrale hanno indicato anche la
tossicita riproduttiva del mancozeb in vivo (Baligar e Kaliwal, 2004). E inoltre responsabile
della diminuzione del numero di follicoli sani e di un aumento del numero di follicoli
atrofici (Rossi et al., 2006b; Baligar e Kaliwal, 2001). Questi dati sono stati ulteriormente
confermati in vitro, in cui dosi crescenti di mancozeb (0.001-1 pg/ml) hanno determinato
una riduzione del tasso di fecondazione e un'alterazione della morfologia del fuso
meiotico degli ovociti (Rossi et al., 2006a).

Alle concentrazioni piu basse di mancozeb analizzate (0.001-0.01 ug/ml), i risultati

morfologici emersi da questo lavoro hanno indicato una buona conservazione generale

61



Capitolo Sei: Discussione e conclusione

dell'ultrastruttura dell'ovocita; non sono state rilevate alterazioni specifiche sui
mitocondri, sui granuli corticali e sui microvilli. Nell'ooplasma di tutti i gruppi esaminati,
la presenza del “lattice citoplasmatico”, formato da una matrice proteica fibrillare, era
abbondante (Esposito et al., 2007; Yurttas et al, 2008). Queste strutture fibrillari
svolgerebbero un ruolo regolatore nella maturazione dell'oocita, agendo come sito di
stoccaggio dei ribosomi e dellRNA ribosomiale materno durante le prime fasi dello
sviluppo embrionale (Longo et al., 2018; Bebbere et al., 2021). Recentemente, il lattice
citoplasmatico e stato associato al complesso materno subcorticale (SCMC), un complesso
multiproteico situato nella sotto corteccia cellulare ed ereditato dalla madre. L'interazione
tra lattice citoplasmatico e SCMC sembra essere fondamentale per la transizione ovocita-
embrione, in particolare per la formazione e il posizionamento del fuso meiotico, per la
regolazione della traduzione, la ridistribuzione degli organelli e la riprogrammazione
epigenetica (Bebbere et al., 2021).

Segni piu evidenti di alterazioni ultrastrutturali sono emersi invece negli ovociti trattati
con dosi piu elevate di mancozeb. I nostri dati morfologici hanno mostrato il
riarrangiamento e la riduzione degli organelli cellulari nell'ooplasma, in relazione alla
dose di esposizione, negli ovociti trattati con le concentrazioni allo 0.1 ed 1 ug/ml di
mancozeb.

Questo pattern di distribuzione non omogeneo degli organuli potrebbe essere indice di
immaturita dell'ovocita o essere associato alla perdita della sua vitalita, almeno nel topo,
come dimostrato da studi precedenti (Motta et al., 2003; Pepling et al., 2007; Nottola et al.,
2008). L'analisi MET in particolare ha rivelato una riduzione della densita numerica dei
mitocondri negli ovociti di topo trattati con mancozeb 1 pg/ml rispetto ai controlli. Inoltre,
in questo gruppo sperimentale, i mitocondri apparivano per lo piu vacuolati. I mitocondri
vacuolati rappresentano un aspetto peculiare degli ovociti di topo. Questi organelli
cellulari, infatti, possono presentare uno o due vacuoli bianchi nella loro matrice (Dvorak,
1989), ma il loro ruolo resta poco chiaro. Alcuni autori hanno ipotizzato che possano
rappresentare una forma immatura di limitazione dei ROS (Makabe et al., 2006; Crocco et

al., 2011). Altri, invece, ritengono che questa specifica morfologia mitocondriale possa
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essere associata ad un aumento della superficie dovuto all'espansione delle membrane
esterne e interne (Dadarwal et al, 2015). I mitocondri vacuolati potrebbero anche
comportare una riduzione del loro potenziale di membrana ed una conseguente minore
efficienza nelle loro funzionalita (Belli et al., 2020). Infatti, mitocondri con questa tipologia
ultrastrutturale sono stati ritrovati in studi in cui sono stati analizzati differenti stati
patologici, come segno di una loro disfunzione e/o indice di attivazione di fenomeni
apoptotici (Belli et al., 2021).

In linea con cio, la diminuzione della densita numerica dei mitocondri alla massima
concentrazione di fungicida ed una maggiore prevalenza della loro morfologia vacuolata
possono essere correlate ad alterazioni dell'attivita respiratoria e del metabolismo
energetico o condizioni di stress ossidativo. Un’ulteriore considerazione da fare, e che i
mitocondri vengono ereditati per via materna, quindi anomalie genetiche, funzionali,
strutturali e numeriche nell'ovocita, associate a difetti metabolici, potrebbero
compromettere la capacita degli embrioni di superare gli stadi di preimpianto. Infatti,
difetti mitocondriali, come l'alterazione del potenziale di membrana, l'alterazione
dell'espressione del DNA mitocondriale e le anomalie strutturali, potrebbero condurre a
malfunzionamenti dell'embrione preimpianto irrecuperabili (Babayev e Seli, 2015).
Dall’analisi ultrastrutturale e emersa una significativa riduzione della densita lineare dei
granuli corticali principalmente nel gruppo esposto a concentrazione pari a 1 pg/ml di
mancozeb, rispetto ai gruppi di controllo e ad a quello esposto alla concentrazione di 0.001
ug/ml. I granuli corticali sono piccoli organuli, regolarmente presenti, stratificati in una-
tre file nella regione corticale degli ovociti. Rappresentano un prodotto del complesso di
Golgi e si presentano elettron-densi; nel topo, possono apparire chiari o scuri, come
osservato da Nicosia e collaboratori (1977), a seconda dello stadio di maturazione in cui si
trovano, ed hanno un ruolo fondamentale nella fecondazione (Sathananthan et al., 1982a;
Motta et al., 1988; Familiari et al., 2006). Infatti, i granuli corticali sono coinvolti nel
meccanismo di blocco della polispermia, attraverso l'esocitosi del loro contenuto
(glicosaminoglicani, proteasi, fosfatasi acide e perossidasi) nello spazio perivitellino, un

processo conosciuto con il nome di "reazione corticale" (Sathanathan et al., 2006). La
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riduzione e/o l'assenza di questi organelli, come mostrato dai nostri risultati, potrebbe
essere un segnale di esocitosi prematura del loro contenuto e potrebbe essere indicativa di
un'incapacita dell'ovocita di interagire con gli spermatozoi, portando a una fecondazione
non monospermica ed alla produzione di un embrione con un assetto cromosomico non
idoneo e/o non disposto correttamente (Cappa et al., 2018; De Paola et al., 2019).

Inoltre, i dati ottenuti nel presente lavoro riportano una distribuzione irregolare e ridotta
dei microvilli, altamente significativa alle concentrazioni di 1 pg/ml. Essi appaiono corti e
talvolta appiattiti, alla concentrazione piu elevata di mancozeb, rispetto ai controlli e agli
altri gruppi esaminati. I microvilli sono strutture dinamiche dell'oolemma, e sono noti per
il loro ruolo nella fusione delle membrane tra ovocita e spermatozoo, durante la
fecondazione (Yaganimachi, 1978; Wilson e Snell, 1988). Alcuni autori suggeriscono che
essi agiscano come una vera e propria piattaforma, che concentra le proteine di
adesione/fusione e/o fornisce una sporgenza membranosa con un leggero raggio di
curvatura, facilitando l'interazione tra gli spermatozoi e l'ovocita, al momento della
fecondazione (Wilson e Snell, 1988; Runge et al., 2007; Bennamar et al., 2017). Pertanto, le
alterazioni della morfologia dei microvilli, emerse dalle nostre osservazioni, potrebbero
rappresentare l'incapacita dell'ovocita di facilitare l'ingresso degli spermatozoi, riducendo
in questo modo il tasso di fecondazione.

In tutti i gruppi studiati e stata rilevata la presenza di corpi multivescicolari, che
caratterizzano il citoplasma degli ovociti di topo. Queste strutture sono grandi vacuoli
sferici chiari contenenti vescicole arrotondate e rappresentano una varieta di lisosomi.

I corpi multivescicolari si comportano come vacuoli autofagici o autolisosomi e
digeriscono materiale endogeno come i granuli secretori, regolando cosi i processi di
secrezione all'interno di alcune cellule (Ghadially, 1997). Tuttavia, queste strutture, i corpi
lamellari densi e le strutture simili a fagofori, nelle diverse fasi di maturazione, possono
segnalare la presenza di fenomeni autofagici, che potrebbero essere associati a condizioni
di stress cellulare, come riportato in studi precedenti (Uchiyama et al., 2008; De Paola et al.,
2019;). Inoltre, i materiali extracellulari, le vescicole esosomiali ed i detriti notati nello

spazio perivitellino potrebbero essere compatibili con diversi processi, come l'esocitosi di
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corpi residui o l'esocitosi autofagica. Questi dati evidenziano la presenza di cambiamenti
degenerativi legati al processo apoptotico o all'invecchiamento dell'ovocita (Yi e Tang,
1995; Morelli et al., 2014) a causa dell'accumulo di vescicole autofagiche o degradative nel
citoplasma.

Un precedente studio in vitro del nostro gruppo di ricerca ha dimostrato una tossicita
dose-correlata di concentrazioni crescenti di mancozeb (da 0.001 a 1 pg/ml)
sull'ultrastruttura delle cellule della granulosa di topo, con conseguenti alterazioni dei
contatti intercellulari, irregolarita della membrana nucleare, marginalizzazione e
condensazione della cromatina, blebbing della membrana e segni di apoptosi (Palmerini et
al., 2018; Bianchi et al., 2020). Recentemente, e stato scoperto che il mancozeb sopprime la
vitalita delle cellule della granulosa e ne modifica la morfologia, ma induce le cellule della
granulosa a secernere piu progesterone, il quale a sua volta potrebbe inibire la produzione
di LH e sopprimere 1'ovulazione (Dinisri et al., 2021).

Poiché le cellule della granulosa contribuiscono allo sviluppo e alla maturazione degli
ovociti, le loro alterazioni possono essere associate ad una riduzione delle capacita
fecondanti dell'ovocita e conseguente sterilita (Kidder et al., 2010; Canipari et al., 2012;
Dumesic et al., 2015). Tuttavia, nei risultati ottenuti da questo studio, non e stata
riscontrata alcuna tossicita dose-dipendente del mancozeb sull'ultrastruttura degli ovociti
di topo. D’altra parte, i dati emersi invece hanno mostrato alcuni cambiamenti
ultrastrutturali alla massima concentrazione, correlabili al fungicida, ma senza indicare
alterazioni graduali in base alla dose di esposizione. Cio potrebbe essere collegato ad una
delle diverse funzioni svolte dalle cellule del cumulo, ovvero il ruolo protettivo che sono
in grado di esercitare nei confronti dell'ovocita, come precedentemente dimostrato in altri
lavori (Pocar et al., 2005; Campen et al., 2017).

Nel nostro modello sperimentale, le cellule del cumulo hanno esercitato una protezione
piuttosto efficiente a basse concentrazioni di mancozeb, visto che non sono state
evidenziate alterazioni significative. Tale ruolo protettivo pero, sembra essere diventato

inefficace alla dose pari a 1 pg/ml di mancozeb.
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In conclusione, i cambiamenti ultrastrutturali nell’'ovocita di topo sono emersi
principalmente nei campioni esposti alla concentrazione piu alta di mancozeb, indicando
la localizzazione morfologica delle alterazioni ed i singoli compartimenti alterati, e
spiegando e confermando in questo modo i suoi effetti tossici sulla salute riproduttiva
femminile.

L'aspetto particolare di questo studio e che gli effetti dannosi sull'ultrastruttura degli
ovociti di topo indotti dal mancozeb, visibili solo alla concentrazione piu alta (1 ug/ml),
potrebbero essere indicativi della protezione esercitata dalle cellule del cumulo nei
confronti dell'ovocita stesso, alle dosi minori. Infatti, la protezione da parte delle cellule
del cumulo sembra venire meno solo a dosi elevate di mancozeb, essendo responsabili
dell’assorbimento del fungicida da parte dell'ovocita, come dimostrato dalla presenza
delle modificazioni morfologiche riscontrate. Questi risultati si rendono ancor piu
interessanti per gli studi sulla preservazione della fertilita ed in generale sull'infertilita,
soprattutto perché I'uso di ovociti maturati in vitro fornisce un modello sperimentale di
tossicita riproduttiva facile e utile per studiare gli effetti nocivi dei pesticidi, con risultati
potenzialmente trasferibili anche a specie superiori, incluso l'uomo. I dati morfologici
ottenuti da questo lavoro, quindi, hanno aggiunto informazioni sull'impatto
potenzialmente tossico che il mancozeb puo indurre sull'ultrastruttura dell'ovocita dei

mammiferi, permettendo di chiarire e dimostrare I'entita della sua tossicita riproduttiva.
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