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L’Istituto Superiore di Sanita, attraverso i Dipartimenti di Biologia Cellulare e Neuroscienze e di Sanita Pubblica
Veterinaria e Sicurezza Alimentare, ha organizzato nell’ottobre 2008 un incontro nazionale per promuovere e
valorizzare la ricerca multidisciplinare sui possibili rischi per la salute associati all’esposizione a interferenti
endocrini (IE): I’incontro ¢ stato centrato su due temi prioritari, la sicurezza alimentare e gli effetti sullo sviluppo
neurocomportamentale. Questo Rapporto raccoglie i contributi presentati al convegno, che ha evidenziato la
possibilita e ’opportunita di costruire una rete nazionale che dia un valore aggiunto alle molteplici attivita sugli IE,
dalla tossicologia sperimentale alla valutazione dell’esposizione all’epidemiologia. L’obiettivo ¢ di far si che gli
avanzamenti della ricerca sugli IE si traducano in strumenti per la valutazione del rischio e la prevenzione, secondo
una strategia (from bench to risk assessment) di “prevenzione traslazionale”.
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ALTERAZIONI COMPORTAMENTALI E NEURALI
IN QUAGLIA GIAPPONESE DOPO ESPOSIZIONE
A XENOESTROGENI IN OVO

Giancarlo Panzica, Elena Mura, Carla Viglietti-Panzica
Dipartimento di Anatomia, Farmacologia e Medicina Legale, Universita di Torino e Istituto Nazionale di
Neuroscienze, Torino

Molti comportamenti degli alti vertebrati sono sessualmente dimorfici e dipendono dai livelli
di ormoni (in particolar modo degli ormoni gonadici) per il loro funzionamento. Questi circuiti
dimorfici si differenziano nel corso dello sviluppo durante una finestra temporale ben precisa
(periodo critico) che dipende dalla specie e dalla classe. Durante il periodo critico, gli ormoni
gonadici giocano un ruolo primario per indirizzare il successivo differenziamento dei circuiti e
dei relativi comportamenti in senso maschile o femminile. Per questo motivo, il periodo critico
rappresenta un momento particolarmente vulnerabile dello sviluppo dell’animale durante il
quale alterazioni anche minime dell’equilibrio ormonale possono determinare effetti irreversibili
sul corretto differenziamento dei circuiti e del comportamento. L’esposizione degli organismi
durante il periodo critico a intereferenti endocrini capaci di legarsi al recettore degli estrogeni
(xenoestrogeni, XE) pud quindi risultare particolarmente dannosa per il corretto
differenziamento dei circuiti e dei comportamenti dell’animale adulto.

Nei mammiferi da laboratorio (roditori) il periodo critico ¢ perinatale (immediatamente
prima della nascita e circa una settimana dopo la nascita) e 1’esposizione naturale agli XE
avviene attraverso la madre, prima con la nutrizione placentare e successivamente con
I’allattamento. Negli uccelli da laboratorio (galliformi) il periodo critico ¢ invece embrionale
(all’incirca a due terzi dello sviluppo) e I’esposizione avviene in quanto gli XE vengono
accumulati nell’uovo da parte della madre. Dal punto di vista sperimentale la manipolazione di
uova embrionate di galliformi ¢ molto piu semplice della manipolazione di madri gravide che si
deve operare nei mammiferi di conseguenza, nel nostro laboratorio, abbiamo intrapreso una
serie di studi volti a descrivere gli effetti dell’accumulo di XE sul differenziamento nervoso e
comportamentale della quaglia giapponese (1).

In questo animale la somministrazione di estradiolo benzoato prima del 12° giorno di
sviluppo (la schiusa avviene a 17 giorni) determina la completa demascolinizzazione del
comportamento copulatorio maschile nell’animale adulto. In ricerche precedenti abbiamo
dimostrato che questo trattamento altera in maniera irreversibile il circuito sessualmente
dimorfico parvocellulare a vasotocina che ¢ presente in questi animali (come nella maggior
parte dei vertebrati) (2). Tale circuito, nella quaglia, ¢ uno dei controllori del comportamento
copulatorio maschile, in particolare svolge una funzione inibitoria nei riguardi di questo
comportamento. Gli animali esposti ad estradiolo benzoato prima del 12° giorno di incubazione
presentano, da adulti, un sistema a vasotocina fenotipicamente femminile (ovvero un’estrema
riduzione del numero di cellule e dell’innervazione in aree specifiche come il nucleo della stria
terminale, BST, il nucleo preottico mediale, POM, e il setto laterale, SL) (3).

Il modello sperimentale che abbiamo adottato ¢ stato quindi I’iniezione di XE nell’uovo
all’inizio dello sviluppo (al 3° giorno di incubazione) senza altri interventi. Gli animali sono stati
mantenuti in condizioni controllate fino alla maturazione sessuale (circa 2 mesi) quando sono stati
testati per il comportamento copulatorio maschile e per alcuni parametri morfologici androgeno-
dipendenti come la dimensione della ghiandola cloacale. Gli encefali, prelevati dopo il sacrificio,
sono stati congelati, sezionati e trattati per 1’evidenziazione immunoistochimica della vasotocina.
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L’estensione dell’immunoreattivita ¢ stata misurata nel BST, POM e SL con metodi quantitativi
computerizzati. | dati morfometrici sono stati successivamente comparati con i dati
comportamentali e analizzati con analisi della varianza. Gli XE che sono stati testati sono il
dietilstilbestrolo (DES), un estrogeno sintetico molto potente, la genisteina, un fitoestrogeno
abbondante in vegetali largamente usati nell’alimentazione animale e umana, come la soia, e il
DDE un metabolita stabile e permanente del DDT con azione antiandrogenica e antiestrogenica.
Le dosi che sono state iniettate nelle uova embrionate sono simili alle dosi di possibile esposizione
ambientale. L’ipotesi sperimentale era che se questi composti hanno azione estrogenica la loro
somministrazione deve distruggere in tutto o parzialmente il comportamento copulatorio maschile
e, nello stesso tempo, indurre un fenotipo di tipo femminile a livello del sistema a vasotocina. In
ogni esperimento si ¢ anche allestito un gruppo di controllo positivo iniettato con estradiolo
benzoato. I risultati sono riassunti nelle Figure 1 e 2.
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Figura 1. Effetti dei trattamenti in ovo con diversi XE sull’innervazione a vasotocina del SL e del
BST. Dati espressi in percentuale rispetto ai controlli. Tutti i trattamenti inducono una significativa
riduzione dell’innervazione (modificata da Panzica et al., 2007)
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Figura 2. Comportamento copulatorio maschile (tentativi di monta espressi come percentuale di
quelli espressi dai controlli). Tutti i trattamenti con XE hanno indotto un decremento del
comportamento copulatorio, massimo nel caso del DES e dell’estradiolo benzoato, minimo nel
caso del DDE
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I risultati ottenuti mostrano un effetto significativo dei trattamenti in ovo sui due parametri
presi in considerazione: area frazionaria coperta da immunoreattivita per la vasotocina nel BST,
POM e SL, e comportamento copulatorio maschile. In generale I’effetto dell’estradiolo benzoato
(EB) € molto forte su entrambi i parametri, mentre gli altri XE possono avere un diverso effetto
sul comportamento e sull’innervazione a vasotocina (DES), oppure un effetto intermedio su
entrambi i parametri (DDE, genisteina). Queste variazioni degli effetti degli XE possono essere
dovute alla differente affinita che questi composti hanno per i due tipi di recettori estrogenici e al
diverso ruolo che questi recettori possono avere nel differenziamento del comportamento
riproduttivo e del sistema a vasotocina.

In accordo con I’ipotesi di partenza, questi risultati dimostrano che 1’esposizione a XE durante
il periodo critico embrionale della quaglia giapponese puo determinare effetti irreversibili sul
comportamento copulatorio e su uno dei circuiti di controllo di tale comportamento (5-7). Negli
stessi animali sono stati valutati altri parametri come le dimensioni della ghiandola cloacale e la
morfologia dei tubuli seminiferi. In entrambi i casi non si sono osservate alterazioni significative,
suggerendo quindi che questi animali abbiano livelli normali di androgeni circolanti € non
presentino evidenti alterazioni nella produzione di cellule germinali maschili.

In conclusione, il comportamento e i circuiti a esso correlati possono rappresentare un
bersaglio privilegiato per gli XE e alterazioni del loro differenziamento possono avere effetti
molto importanti nell’animale adulto anche in assenza di danni periferici evidenti, rappresentando
un end-point di particolare interesse che deve essere valutato negli studi sugli effetti degli
interferenti endocrini.
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