RIDUZIONE DEGLT EFFETTI DEL METALLI PESANTL SULLA QUALITA DEL.LIQUIDO
SEMINALE IN'COPPIE SOTTOPOSTE A FECONDAZIONE CON DONAZIONE DI GAMETL

INTRODUZIONE

Lie-capaciti riproduttive:diun individuo:di sesso maschile:sono:unite alla qualita del liquido seminale,
centrato sulla motilitd degli. spermatozoi e sulla loro.morfologia. Uno dei problemi ¢he influgriza. la
fertilitd maschile. & I’ambiente circostante: foitefiente ingitidato.da diversi fattori tra i quali i metalli
pésdriti, che costitiiscofio  un. elemeiito. di-disfunzionaliti spermiatica..I mietalli pesanti sono elementi
della favola periodica; la cui densitd & maggiore di 5 glem®[1]. Si trovano in buena percentuale
nell’aria, nel cibo e nelle Acque; a causa degli scarictii di industrie metallurgiche, chimiche e dai gas
di scarico delle automobili. I:massimi rappresentanti sono::I'Arsenico, il Gadmio originato da impianti
industriali, il Piombo preserite nelle vemici € fisultarite dallé émissiotit dei mezzi di trasporto, € il
Erormo[1] [2]. Sond.da mérizionare achie il Rame, Ferro, mé.ld loro presenza, a basse concentrazioni,
¢ foridamentale per l’orgamsme poiché cosuh.[enu di proteine, enzimi, e:fattori di trascrizione. La
. letfura.di numerosi amcoh ha permesso di capire che, le dinamiche. d1 interferenza di tutti i mcta[h,
aftribuibile alla produzione di una.quantitd eccesiva di specieteattive dell’ossigeno, originarido; nelle
cellulé, una situazione di stress ossidativé [3]. Una condizioné di stress dssidativo. fiuid vetificarsi per
divetsi faitoti, sia nei riormali, pracessi biologici, ma in questo.caso ci sono gli enzimi antiossidanti
che ne. Yegolano ’equilibrio tra- la produzione di specie reattive delllossigeno (ROS) e & lord
eliminazione, e sia per fattori -esogeni ed. endogeni, ¢hé disturbano; 1a normale fisiologia, € chie
incentivati dalla. pérdita dell’equilibtio tra 1 ROS € gli énZimi anfidssidanti; provocano danno;
ossidafivo, & attivazione di segnali pro-apoptotici da parfe:delle cellule: [3]. La caratteristica, deile
specie reattive dell’pssigeno & di essere miolecole fortemente:instabili a causa diun.elettrone spaiato
nellorbitale piti estemo[4]. Pertanto reagire con. molecole-come le-proteine, lipidi, acidi nucleici,
‘permette loro di sottrarre [elettrone & raggiﬁnger“érlé stabilitd. [4]. Iii questo tnodad si originano nuovi
radicali liberd, ancord. pid, reattivi, i quali premuevono Teazioni a, catena, che se non, limitate
protraggono il danno. L€ cellule; per contrastare 1a reattivita delle specie reattive, si avvaigonodi un
sistema di agenti antiossidanti, ovvero determinanti che smaltiscono, o neutralizzano i radicali liberi
rendendoli nom pilr reattivi [3] [4] I componenti aritiossidanti ;possono ‘éssére enZiffiatici e non

enzimati¢i. Tra gli enzimatici [3] ¢ s6no:




¢ LaSOD (Superossido Dismutasi), énzitia costituita da;ioni metallici nel sito attivo, ha il ruolo
di disrutare, I’ariionie-supetossiderin petossido. di idrogeno. La réazione€: 207" + 2H= H0;
+02

e La CATALASI, un"emoproteina, costituita da 4 cafene polipeptidiche; il :cui sito. attivo: &
formato da4. gruppi ferrosi [4]. Catalizza ld reaziorie di convétsione del perossido di idrogéno
in ossigeno éd acqia. La ieaziofe &: 2H>0, — 03 +2H,0

» La GLUTATIONE PEROSSIDASL un enzima mefallo proteina, contenente residui, di
seleriio[4]. E presente sia.a livéllo della inenibrana céllulare, ctie a livello extracellulare. Ha
il compite di ridurie il perossido di idrogeno utilizzatido coine substrato, il' glutatione, che
inizialmente- si. frova-sotto forma ridotta per poi passare alla forma ossidata. La reazione &:

H202+GSHiia (Glatatione Ridotto) — 230 + GSSGex (Glutatione Ossidato)

Tra.gli agenti-antiossidanti non enzimatici, troviamo il Coenzima Q; il Glutationi; & infine le vitamine,
[3]. Questo lavero:si occuper di descrivere;il meccanismo di-azione dei metalli, pesanti sul sistema
riprodutfivo: maschile, e come essi siano influenti sulla qualitd del Jiquido semindle, dopo averlo
analizZato ¢ infine capire come poter-agire: per ridaite al massiimo la loro efficienza. Nella normale
fisiologia riproduttiva maschile, le specie reattive dell’ossigeno sono necessarie; in quarifo agiscono
da: secondi: messaggeri, nella via di trasduzione: del segnale, Esempi di come le specie reatfive
dell*ossigeno siano essenziali sono la spermatogenesi e la steroidogenesi [3] 4] [5]. Due eventi che
tappresentario, lo sviluppo della cellula spermatica. La Speirnatogenesi, €verito che: ha ludgo nei
testicoli; precisamente nellé-cellule costituenti il tubulo seniitiifero, ovvero. le celhﬂé del Leydig € le
quale si divide per mitosi originando lo spermatocifa primario. Lo spermatocita primario,
successivamerité, si divide per méiosi. producends 1o spetinatidio, [6]. Nella fase di differenziazione.
delle cellule germinali, le cellule del Serfoli producons. i ROS. La loro funzione petmette di regolare
il limite massimo di cellule germinali neli testicolo:attraverso I'attivazione dei segnali pro-apoptotici
della via-estrinseca, ovvero mediante-il legame tra il ligando FasL, espresso nella cellula del Sertoli,
¢ il recettore Fas ‘presente nella. cellula germinale .che: deve andare incoritro ‘ad apoptosi [3]. La
stetoidogeriesi, che ha luogo nelle cellule del Leydig, stimolate dall’ormone luteinizzante (L),
coordina: con la spermatogenesi,. attivando la sintesi del testosterone. Il meccanismo di sinfesi ha
inizig con. il legame tra.[’ormone LH e recetfori posti sulla membrana della cellula di Ledyig. A
questo punto si susseguono una serie di reazioni, catalizzate dalle citocromo P450, che vedono: un
inérefiento. della via di trasduzione del. segnale diperidente dall’Adenilato Monofosfato Ciclico
(cAMP), segqiita dalla traslocazione dél colesterolo nél mitocondrio, il quale vieiie convertito in

pregitenolone. Successivamente il pregnenolone ¢ trasferito nel reticolo enddplasmatico liscio dove




si ‘procedera alla sua conversione in testosterone. Queste reazioni redox, sono molto simili alla
fosforilazione ossidativa, in quanto: i passaggi da ‘i composto. organico ad un altro, vértorio' stil
trasfetimento di elettfoni fomiti dai due cofaftori Nicolinammide: Adenind ‘Dinucleotide Fosfito
(NADPH)e ossigeno molecolare:[3].. L’ossigeno viene dappriind incorporate nel, substrato otganico,

dop‘o-d'i. che vieue=ri&o‘tt0' e diven'ta anione’ superossidb. Successivament‘e con I’agg’iurifa di due ioni

L’-ongme delle specie reattwe-dell—’ossxgeuo 5i venﬁca arche nélla cellula s;permanca_ La funzi6né
delle spesié reattive déll’assigeno (ROS); siello spermatozoo, hid il cormpito di regolare 1 acquisiziorie:
della miotilitd; sia nell’epididimo, a.seguito dell’¢ccitazione/sessuale, sia tna, volta gitinto-nelle vie
genitali femminili. La mefilita dello spermatozoo & stabilita daliattivita dei numerosi:mitocondri che
apportano costantemente adenosina trifosfato (ATP), per.consentire:il movimento del flagello [7]. La
sintesi di ATP € preceduta dall*ultima tappa del metabolismo aerobico; ovvero la fosforilazione.
ossidativa, ifi ciii la. ridiizione dell’ossigeno molécolare conipoita I'iiievitabilé genesi di specié
reattive dell’ossigeno, prontamente convertite dagli antiossidanti presenti nel mitocondrio. Il flagello
si-compong di tre segmenti: segmento intermedio, principale ¢ ferminale, La porzione del segmerito
intermedio & caratterizzata da un assonema formata da 'microtubulil, la cui disposizione prevede che,
diie d('}}::l[jie si,diﬁ'p'dﬁgbﬂo centralmeiite, mientie (29 aoppiéttﬁi:di iiicrotubuli p_etiféfiéiz le aWﬁIg'dﬁd.
(O,D.ﬂi. e qw.:l_l.: interni (_IDAL)‘.&Q;:O cemglgam multiproteici ad ‘aftivita ATPa.S.m.a;, t:agfgnagono' ATP
per: coordinare lo-scorrimento dei microtubuli doppi.¢ determinare il battito flageitare. L’assonema &
ricoperta da una fibre estetiic derise (ODF), le quali garatitiscotio elasticita ¢ integtita alla striittura e
da xitia; guaina mitocotidridle[7]: 1l segmento infertiedio ‘si chide con una struttura denominata
annulus, in parthelarc anello di Septln che funge da bamera, per garantire la corrctta localizzazione
delle proteine Iungo i diversi, compartupenu del, flagello, La regione del segmento principale &
costituito da una guaina fibrosa-compostd da protéine, & quali Sorio stabilizzate da poniti disolfuro,
chie régolano la motilit e a funzionalita dello spermatozoo: Le proteine in questione sono le AKAP
e ¢ proteine chinasiche; dipendenti da.cAMP, -coinvolte nella via di trasduzione del segnale. Infine il
segmenito terminale racchiude Ja coda, composta da sola:assonema(7]. La cellulaispermatica, affinche
ﬁ&sca a raggiuugere la zona pcliucifia.. e successivamenté: a pcnetmrla per .fécoudare l"ovoc‘:ita:,

L p‘i:btagomstl.-dt formazione di ROS, sono lavNA'DPH ossidasi.e i mitocondri. La 1‘?111"»}2)131-[r ossidasi, &

Y -hicrotubuli sbho costituiti dd tubulina unite tra oro da due-bracci di dineina, in grado di‘convertire 'energia chimica
in energia contrattile[18].

2 [a struftura 9+2 assicura la.stabilita e la flessione laterale del flagello per lo scorrimento delle dopplette periferiche
rispetta dlla coppia centrale[18].




uiLenzima localizZato siilla mermbiana plasmatica, precisaiicnte nélla-regioné delld testa. L4 réazione
catalizzata dalla NADPH ossidasi' sussiste nel utilizzare il cofattore NADPH, fornito dalla glucosio-

6-fosfato deidrogenasi (G6PD)?, e 1’03, riducendo quest’ulfimo in anione superossido. L’anione

supergssido formato, insieme con. il pergssinitrifo :(QNQQ")“;_ promuove: I'ossidazione del colesterolo

e'il suo-efflusso[12]. Dopo di che:l*anione superossido viene dismutato, da parte della superossido
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fosfatasi, Figura 1 Schema rappresentativo. della formaziohe. delle specic réaltive
consénténdo /

dell'ossigerio. (ROS) nella cellula spermiafica viellafase dicapacitazione [11].
Tattivazione

della chinasi e determinando:il: movimento del flagello [5) (vediiFigura.l). Iprocessi cellulari regolati
dai ROS possonp essere facilmente alterati; se:la-quantit di questi:vieneaumentata, a causa di fattori
patogeni. come i mefalli -pesanti. Il comportamento dei’ metalli pesanti sul sistema riproduttivo
smaschile & inolto- vtio ed & osservabile sia sille cellule:del scttoli ¢ le céllule di Leydig, sia sulla
«cellulid spermafica. Nello-specifico cid ché si tiscontra -Sulle:.c‘ellula-dei Sertoli-é:-che la tossieita dei
metalii s} esprime nel rompere Pintegrita della barriera ematotesticolare [8]. Questa: caratterisfica &

un. fipico aspetto:dovuto all’esposizione di.Cadmio e Arsenico [2]. [’ Arsenico: agisce anche sulle

ufia riduzione dei livélli di testosterode [2]. Tufto cid' & dovuto alla facilita di legare coniponeriti

funzionali e strutturali-délia cellula, In altri casi, invece, come esposizione a. Cadmio e:Piombo, &

stato visto che vi & una sostituzione dei micronutrienti essenziali, favorita dagli aspetti chimico-fisiche.

* La glucosio-6-fosfato deldrogénasi & lin enziiia che.coordina la velacita del fldsso di glicosio, fiediafite la'via degli
esosimonofosfati.e regola [a disponibilita.di NADPH.
4 | perossinitrito & una specle reattiva dell’azoto. derlvante dall'ossido, nitrico.




simili al metallo che viene:sostituito. In questo modo i processi biologici in-cui il:metallo-di parténza.

& impiegato, vengono alterati: Nella cellula spermatica, ¢ stato riscontrato ¢hé I’esposizione da
Cadmio, inibisce il. complesso 1T délla catena di trasporto mitocondiale, aumentando, la produzione
di ROS. ¢ attivando: lz-:pefas'sidazione lipidica. Infide ci sono i 'metalli; Ferro e Rame; che; ‘svolgomno
iina fiinzione fondamentale per le.cellule, .che possono. essere:lorostessi fonte di eccessive quantitd.
di specie reattive -dell’ossigeno. Entrambi quesi mefalii sono importanti perché cofattori
fondamentali di enzimi ‘essenziali per i progessi. céllulari, ma.se in eccessd: possorio esseré ancli’essi
tossici-¢ causare. danno[9]. L7aspetto tipico-ché acumiuna tiitti i mefalli, nonostante la modalita di.
47ione sia diversa, & Iincieimento di, produzione delle specie reaftive. dell’ossigeno, tale per cui
I’eqiiilibrio fra la,produzione. e la loro eliminazione viene persa. La. ragione di cid- & dovuta, sia al,
fatto che:le fonti antiossidanti di cui la cellula dispone non sono sufficienti a contrastarme la reaftivith,
¢ sia perchi& in-alcunt cast I fattod antiossidanti sono substrati di attacco per metalli, come I"A#sénico,
che ha una maggiore ‘affinita per il glutatioiie tidotto, c6si. chie la glutationé perossidasi non. & pilL
fﬂnﬁ_ﬁhﬁlé_[%]. Una. po's's;ibille strafegia, per difendere le; cellule e ripristinare la corretta fisiologia,
tiptoduftiva, & quella di somministrare agentiesogent con atfivitd antiossidante introdott attraverso
Ja dicta, T obiettivo finale-di questo lavoro saré valutare gli effett] benefici, in termini di motilitd, di
dleuni. supplementi, come: il coenzima Q10, lo zinco ed.infine I’acido D-aspaitico [10). Tutti e tre

questi élementi hanrio, 4zi6né considerevole sul sistema riproduttivo, iniparticolare:
I, COENZIMA Q10

I tosizia Q10 & conosciuto come. ubiquinone liposolubile (l;4-benzoquinone). I ruolo
fondamentzle dell’ubiquinone & di agire come accettore della.catena di trasporto degli elettroni néi.
mitocondri, in quanto rilascia energia per la motilita e comé antiossidante contrastaiido la

perossidazione lipidica.

LO ZINCO

Lo zinco & un miéroelementd & cofattoié delle miétalloproteasi. Simboleggia-un dato significativo di
oiseivazione per sancire la buona riproduttivity piaschile poiché coinvolio in molti processi biologici
tré i quali: sviluppo testicolare, spermatogenesi, capacitazione e reazione acrosomiale. In aggiunta

stabilizza la.membrana spermatica e garantisce. flessibilita metabolica.

L?AEIDO.D-ASPARTICO

regolazione della steroidogenesi € spermatogénesi.




MATERIALI E METODI
La ricéréa prévede la-selezione di un gruppo. di-pazienti (N=x), ‘in relazione:

= Al settore occupazionale, in particolare'saranno valutati solo muratqri_’, lavoratori in Ambito
metallurgico.e ausiliari del traffico; ovvéro colofo che 56t esposti quitidiatiamente ai mietalli
pésanti;
« FEti compresa trai 30-anni ¢ i-50'anni e.con nessun tipo di patologia génética.o metabolica;
La fase ] consiste nel analizzaréil liquido séniiriale déi pazienti, pet verificare. la presenza di metalli
pesanti

L’atialisi nicroscopica si ‘avvale df una ‘tecnica che permetfe tramite lavaggio di separate gli
spermatozoi dal, plasma seminale da defrii e ellule nou vitali, in modo da ottenere solo la frazione
migliore, ovvero gli spermatozoi mobili e che siano morfologicanicnte riofmali. - L' afialisi
microscopica. consente di ossérvare:

s Vitalitd;

»  Motilita;

s Concentrazioné;

» Morfologia. .
Ui 7o lta tteniiti i dati dell’esarrié del liquido seminale espressi come To, i pazienti saranno suddivist
in due gruppi:

e Gruppo.di studio di pazienti trattati, per tfe:mesi con U integratore 4 base di ¢oenzima q10,

Zinco € acide:D-aspartico 2 volte al di;

e ‘Gruppo di coritrollo ovvero pazi€iiti nion trattati con térapia.

Teiininata la.terapia, il liquido seminale dei pazienti.del gruppo di studio-sard nuovamente analizzato.

I dati saranno espressi come Ti.

I'analisi. verri eseguita in singolo cieco dallo stesso operatore che.in precedenza aveva osservato il
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