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1 PREFAZIONE E SCOPO DELLA TESI

Negli ultimi anni la ricerca ha dimostrato sempraggior interesse verso lo stress
ossidativo e i prodotti dellossidazione ad essoradati. Questi ultimi sono stati
considerati di notevole importanza in medicina uaael'ambito di patologie quali
Alzheimer(Smithet al, 1992), cancro (Lofet al, 2008), aterosclerosi (Gounopoulkets
al., 2007), nefropatie (Witko-Sarsat al, 1998), Parkinson (Jenner, 2003), diabete
(Kaluosaveet al, 2002), artrite (Seveet al, 2008), nonché in meccanismi fisiopatologici
come l'invecchiamento (Amest al, 1993).

Tuttavia, alcune ricerche hanno anche evidenziatouslo fondamentale delle specie
reattive dell’ossigeno (ROS) nel regolare alcurtevitt fisiologiche e fisiopatologiche
dellapparato riproduttivo femminile come lo svilup follicolare, I'ovulazione, la
funzionalita del corpo luteo, la fecondazione e\duppo embrionale (Fujit al, 2005).
Alla luce di questo e della possibile correlazitrzeprodotti dell’ossidazione e mortalita
embrionale nella donna (Guerat al, 2001), lo stress ossidativo ha suscitato notevole
interesse nell’ambito della medicina e dell’allewanto delle bovine da latte, dove i
problemi di fertilita negli ultimi decenni sono eeblmente aumentati (Lucy, 2007) in
buona parte per mancato mantenimento della grax@anausando grosse perdite
economiche (Royakt al, 2000a; De Vries, 2006). Nelle bovine da lattdatin & stata
evidenziata una importante incidenza di riassorbbmembrionale nelle prime fasi della
gravidanza, e solo il 40% degli animali risulta\gd® a 28 giorni dall'inseminazione
(Santoset al, 2004). In maniera simile, nelle donne, il 30-58&b concepimenti termina
con un aborto spontaneo, che avviene nella maggite dei casi nella fase di impianto e
risulta associato alla presenza di stress ossal@Buptaet al, 2007).

In uno studio di Iborra e colleghi (2005) vieneori@to che patologie dell’apparato
riproduttore come I'endometriosi, la sindrome dwihio policistico, gli aborti ripetuti e
I'ostruzione delle tube, sono correlate alla presed citochine inflammatorie, oltre che
di elevati livelli di specie reattive dell’ossigenda inoltre ricordato che lo stabilirsi della
gravidanza induce un meccanismo immunosoppresgirergto da una serie di citochine
che operano in maniera coordinata e complessalsialla locale che sistemico; questo
garantisce l'innesco dei cambiamenti molecolarekutari che garantiscono lI'impianto e

lo sviluppo embrionale (Orsi, 2008). L’alteraziong questo meccanismo di
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“comunicazione” tra madre e feto, data dalle citnehstesse, pud essere associato a
fenomeni che vanno dall’aborto spontaneo all’ineomg di danni cerebrali del feto (Orsi
and Tribe, 2008). A causa di tutto questo risuittbddamentale importanza comprendere
guale sia la relazione tra processo inflammatati@ss ossidativo e gravidanza.

In un recente studio (Cekt al, 2010) campioni di sangue sono stati prelevati ad
intervalli regolari in bovine da latte dopo l'insgrazione artificiale (1A), valutandone in
particolar modo alcuni indicatori plasmatici diests ossidativo. Parallelamente venivano
svolte diagnosi di gravidanza ecografica a padakventicinquesimo giorno dall'lA, in
modo tale da poter differenziare animali positiin €ui I'lA dava origine ad una
gravidanza), negativi (in cui I'lA non dava originad una gravidanza) e con
riassorbimento embrionale (ovvero animali in cuidiagnosi risultava positiva ad una
prima indagine ma non esitava in gravidanza). Trandici valutati &€ stato evidenziato
che solo uno di questi, ovverodelvanced oxidation protein produgt&OPP), risultava
variare in maniera statisticamente significatival geuppo di animali che subiva
riassorbimento embrionale rispetto agli altri deggy(1.1).

Le AOPP sembrano derivare da reazioni tra protpiasmatiche e ossidanti clorurati
(Witko-Sarsaet al, 1999; Fialoveet al, 2006; Noyaret al, 2006) ma, essendo lo studio
di queste molto recente, il loro ruolo € ancorasaraente compreso. Essendo pero la
capacita di produrre ossidanti clorurati tipica I'dakima mieloperossidasi (MPO)
contenuto nelle cellule in grado di svolgere fagusii(in particolar modo i neutrofili), e
ragionevole supporre che le AOPP siano il risulthton fenomeno infammatorio acuto.
Tuttavia, una volta prodotte, le AOPP possono neataffe attivita pro-infammatoria
(Kalousovaet al, 2005; Shiet al, 2008), probabilmente stimolando la produzione di
auto-anticorpi come accade per altri prodotti delidazione (Shantet al, 1999;
Palinski and Witzum, 2000; Kurieat al, 2006), anche se questo meccanismo non €&
ancora stato dimostrato per le AOPP.

Il fatto che le AOPP siano innalzate negli aningdle vanno incontro a riassorbimento
embrionale potrebbe quindi essere giustificato da pocesso infliammatorio che
determina sia I'aumento del parametro, sia i fenonecbe conducono all’incapacita di
portare a termine la gravidanza. Lo scopo di quessae di evidenziare una possibile
relazione tra processi inflammatori (acuti e cronmu frequenti nelle bovine da latte

(mastiti, inflammazioni uterine postparto e patadogodali) e variazioni delle AOPP.



Non va comunque escluso che le AOPP possano giocareolo biologico proprio nel

determinare la morte embrionale, soprattutto tramaiformazione di autoanticorpi.
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Figura 1.1 A: Variazioni dei livelli di AOPP in relazione all'esito della fecondazione atrtificiale.
Lettere diverse indicano medie significativamente ifferenti. (P<0.01) B: Variazioni dei rapporti
AOPP/albumina in relazione all’esito dell'inseminaine artificiale e al numero di giorni trascorsi da
questa. Il valore AOPP/albumina € risultato signiftativamente piu elevato negli animali in cui si
riscontrava morte embrionale. Gli asterischi indicano medie significativamente differenti: *; P<0.05;
**: P<0.01; ***: P<0.001. EM: morte embrionale; Al-: animali con diagnosi di gravidanza negativa
dopo inseminazione artificiale; Al+: animali con dagnosi di gravidanza positiva dopo inseminazione
artificiale. (Celi et al., 2010)

Inoltre, alcuni autori hanno evidenziato una c@z&ne tra stress ossidativo, capacita
antiossidante totale plasmatica e stato metabelipooduttivo dell’animale (Bernabucci
et al, 2005; Gaakt al, 2006; Castilloet al, 2005), rafforzando l'ipotesi che I'aumento
della richiesta energetica dovuta alla lattazionssp alterare I'equilibrio tra metaboliti
reattivi dell’'ossigeno (ROMS) e capacita antiosstdanel sangue, probabilmente anche
grazie ad una perdita di antiossidanti plasmaigpmsolubili tramite la secrezione lattea

(Castillo et al, 2005). Compito di questo lavoro € quindi anchellgudi valutare se le



concentrazioni di AOPP plasmatiche siano soggettareazione dipendenti della fase

metabolica e produttiva.



2 INTRODUZIONE

2.1 INFIAMMAZIONE

2.1.1 IL SISTEMA IMMUNITARIO NELLA RISPOSTA INFIAMM  ATORIA

Il sistema immunitario € un insieme di organi dutelin grado di distinguere cio che e
proprio dell'individuo (ovvercself) da cio che e estraneo o proprio ma altenatm<{selj,
operando in maniera coordinata per mantenere dfritée dell’organismo (Delmann and
Eurell, 2000).

A seguito del passaggio delle eventuali barriesetie, il primo ostacolo che i patogeni
incontrano € rappresentato dalla cosiddetta “imtauninnata” (Tizard, 2000),
responsabile di una risposta immediata nei confrdeit patogeni (Chowet al, 2008).
Questa ha evoluto meccanismi di riconoscimentoséihe non-selfbasata su pattern
molecolari di riconosciment@éathogen-associated molecular patteriPAMPS). Questi
pattern vengono quindi riconosciuti da recett@atfern recognition receptoo PRRS)
che inducono o inibiscono la risposta immunitariaseconda del tipo di segnale
(Medzhitov and Janeway, 2002).

Il legame tra PRRs e PAMPs da origine alla fagstitnelle cellule coinvolte
(prevalentemente macrofagi) che, a loro volta, seg® citochine e chemochine che
stimolano le altre cellule della risposta immunéaneutrofili, monociti, natural killer,
eosinofili) (Si-Taharet al, 2009). | PRRs includono tre gruppi di recettoriicleotide-
oligomerization domain-like receptofdLR), retinoic acid-inducible gen¢RIG)-I-like
helicasee i piu notiToll-like receptor TLRS) (Si-Tahaet al, 2009). Questi ultimi, dopo
l'identificazione del microrganismo, inviano segnaie portano all’attivazione di fattori
di trascrizione: in particolare viene attivatouclear factorxB che stimola la produzione
di citochine e di varie proteine responsabili ddtivita battericida dei fagociti (Kumaat
al., 2005). I macrofagi, le cellule dendritiche e altcellule presentanti I'antigene,
fagocitano e processano gli antigeni presentaraiolinfociti T: questo rappresenta il

punto di connessione tra immunita innata e acqu{§€ihouet al, 2008).



Il sistema immunitario acquisito € invece un orgerd particolarmente complesso e
sofisticato; esso interviene come ultima difesaeemette di fermare ed eliminare |l

patogeno, ma anche di riconoscerlo nel momentaiidavesse ripresentarsi, in modo da
dare origine ad una risposta ancora piu rapidaffethee. Questo sistema € costituito da

linfociti e anticorpi (Tizard, 2000).

2.1.2 IL PROCESSO INFIAMMATORIO

L’inflammazione e una risposta dell’organismo anmidegati a insulti chimici, fisici o a
microrganismi e loro tossine; essa mira ad inatévadistruggere il patogeno coinvolto,
rimuovere le sostanze irritanti e porre le basi lperiparazione tissutale (Guzit al,
2003).

Il processo infiammatorio puo essere differenziatacuto o cronico. La forma acuta ha
un esordio rapido (secondi o minuti), una duratevér(fino a qualche giorno) ed é
contraddistinto dall’essudazione (formazione ddima) e dalla migrazione leucocitaria.
L’inflammazione cronica ha una maggiore durata egsociata alla presenza di linfociti
e macrofagi, proliferazione dei vasi sanguigniyd#d e necrosi tissutale (Kumat al,
2005).

2.1.2.1 Il processo infiammatorio acuto: modificazini vascolari

Le prime alterazioni che compaiono, a seguito @gngd subito dai tessuti, coinvolgono
la componente vascolare: il fenomeno vasodilatatthe prende origine interessa
dapprima le arteriole e successivamente si risaki€apertura di nuovi letti capillari
nella regione, causando un aumento del flusso emadta vasodilatazione e rapidamente
seguita da un aumento della permeabilita vascothle microcircolo. Questi due
meccanismi, aumentando il flusso ematico e la pabilitd vascolare, danno origine al
processo di essudazione (Kumat al, 2005). Le molecole coinvolte in questo
meccanismo comprendono istamina, serotonina, mmwod&zoto (NO), ROS, chinine e
prodotti di derivazione dall’acido arachidonico.



L’istamina €& prevalentemente presente nei mastatié, quando esposti al fluido
extracellulare a seguito del danno tissutale, degamo. L’istamina rilasciata e
responsabile della dilatazione di capillari e venohentre causa la vasocostrizione di vasi
specifici (negli erbivori 1 vasi polmonari, nel aarle vene epatiche). Inoltre questa
molecola e in grado di aumentare la permeabilitecolare (Tizard, 2000) tramite un
meccanismo legato alla separazione delle giunzioeirrcellulari (Majno and Palade,
1961). Lo stesso effetto viene dato dalla serotmrafcuni studi hanno dimostrato perd un
effetto piu potente di quest’'ultima amina vasoattiispetto all’istamina (Majno and
Palade, 1961).
L’ossido nitrico svolge un ruolo fondamentale nelfaodulazione della risposta
inflammatoria. Esistono tre tipi di enzimi coinvoftella sua formazioneNtric oxide
synthased NOS): uno di tipo neuronale (nNOS), una fornduibile attiva in particolare
nei macrofagi a seguito della stimolazione infiartoria (iINOS) e una forma costitutiva
presente a livello endoteliale (eNOS) (Guzk al, 2003). Nella risposta flogistica
risultano di particolare interesse la eNOS, resgbitess del mantenimento di un basso
tono vascolare e della prevenzione dall’adesioreudiociti e piastrine alla parete vasale
(Ignarro, 2002) e la INOS, che e ampiamente cotavaklla risposta infiammatoria
(Michel and Feron, 1997). Durante il corso del psso inflammatorio I'attivita della
INOS fa aumentare notevolmente i livelli di NO eltquelli presenti fisiologicamente
(Xie and Nathan, 1994); I'NO cosi prodotto €& resadnile della distruzione dei
microrganismi (Guziket al, 2003). Quindi, oltre ad essere un potente vastaddre,
l'ossido nitrico € anche responsabile della ridoeiodella risposta inflammatoria e
dell'attivita nei confronti dei microrganismi. Nosiante sia stato recentemente
dimostrato che I'NO puo inibire I'espressione dimmrose citochine in linfociti,
eosinofili, monociti e altre cellule (Marcinkiewicand Chain, 1993; Marcinkiewicz,
1997; Marcinkiewiczet al, 1996; Giustizieriet al, 2002), il ruolo di questa molecola
nellimmunoregolazione € ancora poco chiaro e sarohe le sue azioni in questo ambito
siano dipendenti dalla sua concentrazione, dallianmb cellulare e dalla avvenuta
attivazione delle cellule coinvolte (Nathan, 2002).
| ROS sembrano avere un ruolo fondamentale nel am&smo modulatorio di rilascio di
altri mediatori dell'inflammazione (Guzilet al, 2003) (per la produzione di ROS
nell'inflammazione si rimanda al cap. 2.2.4). | R@&ssono regolare I'espressione di
molecole di adesione a livello di cellule endotekainfiammatorie, influendo quindi sul
7



richiamo di cellule al sito di inflammazione (Nai al, 1994; Fraticelliet al, 1996). Essi
inoltre aumentano l'espressione di citochine e dwnme (Kimuraet al, 2003;
Brzozowski et al, 2003), stimolano [Iattivita della MAP-kinasi (cheonduce
all'attivazione di piu fattori di trascrizione) eogpsono fungere da secondi messaggeri
nella trasduzione del segnale inflammatorio (Guaiikal, 2003). A loro volta alcune
citochine possono aumentare l'attivita della NADBPs$s$idasi e quindi la produzione di
ROS (Declevaet al, 2002). Lo stato redox della cellula puo influin@i meccanismi di
trasduzione del segnale e quindi essere coinvelilbrmmunoregolazione. In particolare
'anione superossido puo dare effetti diretti triemia modificazione delle molecole
coinvolte nel segnalamento e dei fattori di tragone, o indiretti tramite l'interazione
con l'ossido nitrico. Questo da origine ad una fiardi NO biodisponibile e formazione
di perossinitrito (Guziket al, 2003). Inoltre i ROS, alterando le strutture wel,
inducono un aumento della permeabilita vascolamite danno alle cellule endoteliali e
inibiscono gli inattivatori delle proteasi (comeo-Antitripsina) con aumento della
distruzione della matrice extracellulare e delkdai ad altri tipi di cellule (Kumaet al,
2005).

Le chinine sono un gruppo di polipeptidi di cupia importante € la bradichinina. Queste
molecole vengono prodotte a partire da precursdrin{nogeni) grazie all’attivita di
proteasi (callicreine) e sono responsabili dell'aato della permeabilitd vascolare, della
stimolazione della contrazione del muscolo lisciella dilatazione dei vasi sanguigni e
della stimolazione dei recettori dolorifici (Tizar2000).

| metaboliti dell'acido arachidonico (o0 eicosandidtcomprendono prostaglandine,
trombossani e leucotrieni/lipossine. La loro bitssn avviene prevalentemente a livello
della membrana plasmatica: a seguito di uno stimétmeo (nervoso, endocrino o
metabolico) vengono attivate delle fosfolipasi dhmerano l'acido grasso precursore,
ovvero l'acido arachidonico. Quest'ultimo, una woltlasciato nel mezzo intracellulare,
viene metabolizzato da particolari enzimi attivdtisistema delle ciclossigenasi (COX)
che da origine alle prostaglandine e ai trombosgaihisistema delle lipossigenasi (LOX)
con produzione di leucotrieni (Aguggiei al, 1998). Sono state identificate due isoforme
di COX: la COX1 é considerata normalmente espressatessuti sani e produce le
prostaglandine necessarie al mantenimento dell’'stasb dell’organismo, mentre
l'attivita della COX2 (che risulta inducibile) aumta negli stati infammatori (Corletto,
2004). Tuttavia alcuni studi hanno dimostrato cheziale aumento della produzione di
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prostanoidi (prostaglandine e trombossani) a segiéla stimolazione nociva, deriva
dall'attivita della COX1; solo in un secondo monwrg la COX2 a divenire una
maggiore fonte di questi composti (Tilley al, 2001). Gli enzimi che danno origine alle
prostacicline (PG) si trovano nelle cellule endoteliali, quelli cheginano i trombossani
prevalentemente nelle piastrine, mentre le altostaglandine possono essere generate in
vari tipi di cellule nucleate. L’effetto di questomposti nel processo inflammatorio puo
essere molto complesso: la P£E i trombossani causano contrazione della muscalat
liscia e quindi vasocostrizione; PGEPGE e prostaciclina causano rilassamento della
muscolatura liscia e vasodilatazione; PAGPGER e PG, inibiscono l'aggregazione
piastrinica; PGE e trombossani promuovono 'aggregazione piastirgcil rilascio di
mediatori come la serotonina, mentre la RGpromuove il rilascio di mediatori dei
mastociti (Tizard, 2000).

La produzione di leucotrieni avviene prevalenteraantneutrofili, eosinofili, monociti,
macrofagi, mastociti, basofili e linfociti B (Re#t al, 1990; Jakobssoet al, 1991). Il
leucotrieneB (LTB4) € un potente agente chemiotattico dei neutraddso € in grado di
stimolare I'adesione di queste cellule all’epitedial rilascio degli enzimi lisosomiali dai
neutrofili stessi, oltre che essere un potente ateck del dolore (Henderson, 1994). |
leucotrieni G, D, ed E invece inducono vasocostrizione, aumento dellanpabilita
vascolare, aumento delle secrezioni mucose e agis@mme immunomodulatori
(Henderson, 1991; Samuelssztral, 1987).

Le lipossine sono prodotti piastrinici derivanti daermedi prodotti dai neutrofili: le
principali funzioni di queste sembrano esserebizione del reclutamento leucocitario e
delle componenti cellulari dell'inflammazione, lirando la chemiotassi dei neutrofili e la
loro adesione all’endotelio (Levy and Serhan, 2002pro ruolo sembra quindi essere
guello di regolatore negativo endogeno dell’aziated leucotrieni, meccanismo che
risulta fondamentale nella risoluzione dell'infiaranone (Kumaet al, 2005).

Un consistente aumento della permeabilita vascqlare essere legato infine al danno
diretto sull’endotelio da parte dell’agente patogérentsch and Ward, 2000).



2.1.2.2 Il processo infiammatorio acuto: interventaellulare

| leucociti, per poter raggiungere la sede di imilazione, devono passare la barriera
endoteliale. Questi devono affrontare quindi laefaB marginazione, il rotolamento,
'adesione all’endotelio e infine la diapedesi.
Le molecole che permettono l'adesione leucocitaeagono distinte in selectine e
integrine. Le selectine comprendono tre molecotselectina e P-selectina sono espresse
a livello dell’endotelio attivato, mentre la L-selma e espressa costitutivamente nei
leucociti (Mc Ever, 1994; Teddet al, 1995). Le integrine invece sono eterodimeri che
riconoscono la matrice extracellulare, glicoproteidella superficie cellulare e altre
molecole (come fibrinogeno e fattore del complermé@®bi). Tutti i leucociti producono
la Bointegrina, mentre eosinofili, monociti e linfoc#sprimono sulla loro superficie anche
la B1, B7 € a4 integrina. La piu importante famiglia di molecotsponsabili dell’adesione
endoteliale e data dalle immunoglobuline: in patdce ICAM-1 (ntercellular Adhesion
Molecule 3 e VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Moleculg tegano le integrine presenti
sui leucociti (Springer, 1995; Kumat al, 2005).
Fisiologicamente la porzione centrale dei vasi sayrg € occupata dai globuli rossi, che
spostano i leucociti nella porzione aderente alitgalio. Questo processo, amplificato
nell’inflammazione a causa del rallentamento ded$b dovuto alla vasodilatazione, oltre
che ai fenomeni di emoconcentrazione derivantéadatiento della permeabilita, prende
il nome dimarginaziongdKumaret al, 2005; Muller, 2002).
| leucociti prendono quindi contatto con I'endateliramite le selectine (Carlos and
Harlan, 1994; Etzionet al, 1999; Vestweber and Blanks, 1999): il legamesditano che
si crea in questo modo, associato al rotolamentdedeociti sull’endotelio, viene detto
rolling (Kumar et al, 2005). La P-selectina viene esocitata da parlee dellule
endoteliali a seguito della stimolazione con listaa, I'L-selectina si trova a livello dei
microvilli dei leucociti, mentre le integrine somollocate nel corpo del leucocita tra i
microvilli (Von Adrian et al, 1995). In questo modo le molecole che determinano
I'adesione iniziale dei leucociti vengono a cortader prime con I'endotelio; subito dopo
i microvilli si retraggono permettendo il legame tmtegrine e recettori endoteliali
(Muller, 2002). Per prevenire l'innesco di fenomeniiammatori indesiderati, la E-
selectina viene espressa solo dopo I'attivazioribeddotelio da parte delle citochine
inflammatorie e la P-selectina, stoccata all'interdella cellula, viene portata alla
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superficie cellulare per degranulazione a segugbimterazione con l'istamina (Muller,
2002). In condizioni di inflammazione cronica las@ectina puo essere espressa
stabilmente sulla superficie cellulare (Petnal, 1998; Yaoet al, 1996). L’L-selectina
viene quindi espressa in modo costitutivo, la Ra&@la interviene nelle forme iniziali e
croniche, mentre la E-selectina compare nella f@asgta: in questo modo ci sono
molecole per supportare l'attivita leucocitaria ahte tutto il periodo evolutivo del
processo inflammatorio (Muller, 2002).
A sequito del rolling, per evitare che i leucocitornino nel torrente circolatorio, risulta
necessaria l'attivazione di legami ad alta affirirh endotelio e leucociti stessi. Queste
interazioni derivano da stimoli che originano dalgoerficie endoteliale (sottoforma di
molecole incorporate nella stessa) (Muller, 1999)eadvanti dal sito di inflammazione
come le chemochine. Queste ultime, dopo aver legaglicosaminoglicani della
superficie endoteliale, vengono presentate ai lgitiqd anakaet al, 1993).
Le chemochine sono piccole molecole (8-14 kDa) uhieragiscono con i leucociti
(prevalentemente neutrofili, monociti, linfociti exbsinofili) tramite legami con diversi
tipi di recettori (Zlotnik and Yoshie, 2000). Esgngono divise in 4 famiglie in relazione
alla posizione dei legami disolfuro nella catenptjolica e tendono ad essere piu efficaci
nei confronti di alcune classi di leucociti piutimshe altre (Muller, 2002). Al pari delle
citochine, le chemochine sono proteine prodotteceete da leucociti e tessuti in maniera
costitutiva o a seguito di induzione, manifestaedftccacia a livello locale (con effetto
autocrino o paracrino) (Baggiolini, 2001). Le duettafamiglie principali sono le
chemochine CXC (@ chemochine) e le CC (dchemochine) (Baggiolini, 2001), mentre
le altre due componenti sono rappresentate dakenobhine C y( chemochine) e le
chemochine CYC (Kumar et al, 2005). L'interleuchina 8 (IL-8) € un esempio di
chemochina CXC prodotta da fibroblasti, macrofalgnfociti, granulociti, cellule
endoteliali, epatociti e cheratinociti: essa padsiattivita chemiotattica nei confronti di
neutrofili, basofili e alcuni linfociti T. In paiplare essa attiva i neutrofili (con
stimolazione al rilascio di granuli citoplasmatjci) respiratory burste il rilascio di
leucotrieni. In modo simile un’altra chemochina CX@roteina infiammatoria dei
macrofagi 2 o MIP-2) viene secreta dai macrofagiresenta attivita chemiotattica sui
neutrofili (Tizard, 2000). Le chemochine CC commtemno la proteina chemiotattica per i
monociti (MCP-1), la eotassina, la proteina infiaataria dei macrofagi d, e la
RANTES Regulated upon Activation, Normal T-cell Expresaaed Secretéd Queste
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attraggono monociti, eosinofili, basofili e linféicima non sono attive sui neutrofili.
L’eotassina recluta invece selettivamente gli eafin(Kumar et al, 2005). Infine la
linfoactina (una chemochina C) e chemiotattica igerfociti, mentre la fractalina (una
CX3C chemochina) stimola I'adesione di linfociti T easitociti all'endotelio (Tizard,
2000).
Il legame delle chemochine ai glicosaminoglicaniledecellule endoteliali attiva i
leucociti, convertendo le integrine di questi inlerine ad alta affinita: queste ultime
possono quindi legare i ligandi ICAM-1, ICAM-2 e ¥®-1 a livello endoteliale
(Muller, 2002). L’espressione di ICAM e VCAM viermumentata drasticamente dalle
citochine rilasciate durante il processo inflammat¢Pober and Cotran, 1990). A questo
punto i leucociti “scivolano” sulla superficie endbale verso le giunzioni intercellulari
endoteliali (Muller, 2002). | prodotti rilasciatiad leucociti innescano l'aumento delle
concentrazioni di calcio citosolico delle celluladeteliali (Gautamet al, 2000) che,
retraendosi, facilitano il passaggio dei leucastigissi (Hixenbaugét al, 1997).
Interazioni omofiliche tra molecole che prendonandme diplatelet/endothelial cell
adhesion molecule-1(PECAM-1/CD31) e CD99 (presenti sia sui leucoattne
sull’endotelio a livello delle giunzioni cellulari)intervengono nel processo detto di
diapedesi che consiste nella migrazione dei leucociti adrao I'endotelio (Muller,
2002). Una volta avvenuto cio, i leucociti devoresgare attraverso la lamina basale e
quindi nella matrice extracellulare per raggiundarsede interessata dal danno: il modo
con cui questo avviene non € ancora completaméraeto, ma sembra siano coinvolte
le PECAM dei leucociti e alcune componenti non rae#a lamina basale (Liaet al,
1995). Risulta invece che la migrazione nella matextracellulare sia dovuta ad un
sinergismo nell’azione tra integripee integrin@, (Werr et al, 1998). Le integring
legano inoltre il fibrinogeno e alcuni prodotti demti dalla scissione proteolitica di
guesto, noti per essere importanti componenti debdrice extracellulare, in particolar
modo nella sede d’infammazione (Forsgthal, 2001).
Una volta raggiunta la matrice extracellulare,udckciti migrano verso la sede da cui e
originato lo stimolo inflammatorio secondo un preme definito chemiotassi Nei
mammiferi i segnali extracellulari responsabili ldemigrazione leucocitaria sono dati
dalle chemochine stesse. Queste legano i recetsenti a livello dei leucociti (GPCR)
stimolando una complessa cascata di reazioni chmpada la polimerizzazione
dell'actina: questo meccanismo da origine alla farione di pseudopodi che spingono la
12



cellula verso la regione a maggiore concentrazédhrnemochine (Jiet al, 2008). Oltre
alle chemochine, anche fattori esogeni (come i @itodi origine batterica) piuttosto che
endogeni (come il sistema del complemento e i gtodella via della lipossigenasi)
sembrano agire come chemioattrattori legando i GRCGRnaret al, 2005). | microbi, i
prodotti delle cellule necrotiche, i complessi gatie-anticorpo e le citochine inducono
nei leucociti diverse risposte tra cui la produei@ei metaboliti dell’acido arachidonico,
la degranulazione e la secrezione di enzimi lisaglbnicon attivazione della cascata
ossidativa nel processo della fagocitosi), la marohe delle molecole di adesione
leucocitaria e la secrezione di citochine. Tuttcesia prende il nome globale di
attivazione leucocitarigkumaret al, 2005).
Le citochine sono glicoproteine che regolano lgpasda immunitaria tramite un
meccanismo di segnalamento tra le cellule e condorem le interleuchine, gli
interferoni, iltumor necrosis factofTNF), i growth factors(o colony stimulating factojs
e le chemochine (Tizard, 2000). Le citochine vemgprodotte da cellule circolanti nel
torrente sanguigno (come linfociti @ monociti), lekd endoteliali e fibroblasti (Nicod,
1993). Le proprieta di queste molecole e le loterawioni con altre popolazioni cellulari
sono particolarmente complesse: saranno quindinaate in questo lavoro solo quelle
delle due piu importanti citochine che medianadgesso inflammatorio, ovverotimor
necrosis factor(TNF) e linterleuchina 1 (IL-1). Queste ultime rabividono diverse
proprieta biologiche e la loro interazione esitaimeffetto piu importante di quello che
sarebbe ottenuto dalla loro singola attivita (Bautind Cerami 1986; Dinarello 1986).
L’IL-1 e un polipeptide prodotto a seguito di inieze o danno cellulare e, nonostante
venga prodotta prevalentemente dai macrofagi, @sga derivare anche da cellule
epiteliali, linfociti ed endotelio (Dinarello, 1988Anche il TNF viene principalmente
secreto dai macrofagi, ma possono essere coimalé sua produzione anche linfociti B,
linfociti T e fibroblasti. Questa molecola € ineltin grado di aumentare la sintesi di altre
citochine da parte dei macrofagi stessi come I'|JU1L-6 e alcuni colony stimulating
factors (Tizard, 2000). L'IL-1 e responsabile di fenomentcarico del sistema nervoso
centrale (febbre, aumento nella secrezione di A@THeuropeptidi, sonnolenza e calo
dell'appetito), metabolici (aumento della sintesilé proteine di fase acuta, alterazioni
elettrolitiche, calo dell'attivita del citocromo B@ e alterazioni dei livelli di insulina),
ematici (neutrofilia, linfopenia, aumento dell'aita di eliminazione delle cellule
tumorali, aumento dei fattori di crescita del midobsseo) e dell’ endotelio (aumento
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dell’'adesione leucocitaria, della sintesi di PGGE e fattore attivante le piastrine e
ipotensione) (Dinarello, 1988).

Il fattore attivante le piastrine (PAF) (prodottca dpiastrine, basofili, neutrofili,
monociti/macrofagi e cellule endoteliali) stimoldadgregazione piastrinica, la
vasodilatazione, 'aumento della permeabilita delenule e facilita il legame delle
integrine nel processo di adesione dei leucocitieralotelio, la chemiotassi, la
degranulazione e la cascata ossidativa. Essoaiqulndi in grado di evocare la maggior
parte delle caratteristiche essenziali dell'infiaamone (Kumaet al, 2005).

Il processo infiammatorio ha come esitddgocitosj ovvero il processo tramite il quale i
neutrofili e i macrofagi eliminano gli agenti lesivEsistono tre stadi in questo
meccanismo: il riconoscimento e l'adesione dellatigella da fagocitare, la sua
ingestione e quindi la degradazione del materragernito (Underhill and Ozinsky, 2002).
L’adesione dei leucociti sulla superficie batteritan pud avvenire in quanto entrambi
portano una carica negativa: questa viene neutediztramite il “rivestimento” della
superficie cellulare con proteine cariche positieate, come alcuni componenti del
sistema del complemento (per esempio: C3b), chengitwno cosi l'interazione del
microrganismo con i neutrofili carichi negativame(iTizard, 2000).

Il sistema del complemento e costituito da 20 pneteseriche che cooperano nella via
classica e nella via alternativa (Egwang and Bef@83). La via classica € attivata da
immunocomplessi contenenti IgM e IgG (Loos, 1983)roteine di fase acuta come la
proteina C reattiva (Kaplan and Volanakis, 1974¢ntre la via alternativa non richiede
la presenza di anticorpi ma € stimolata dalla presedi batteri, virus, funghi, elminti,
protozoi e cellule linfoblastoidi (Santoro, 1982rd¢h, 1982; Kazatchkine and Nydegger,
1982; Sundsmo, 1982). Entrambe le vie, tramite casxata di reazioni che coinvolge i
vari componenti del complemento, terminano nelaitione della proteina C3 nelle
forme C3a e C3b, che a loro volta attivano il coespb C5 (Egwang and Befus, 1983).
Viene inoltre descritta una terza \dalla lecting in cui la lectina plasmatica si lega ai
carboidrati presenti sui microrganismi e attivaeettamente il C1 (Kumaet al, 2005). II
complesso C5 si scinde quindi in C5a e C5b: quiesi@ i componenti C6, C7, C8 e C9
dando origine ad un complesso che prende il nomMALL (membrane attack complex
che, inserendosi sulla membrana dei microrganig@ilisi osmotica di questi (Tizard,
2000) (Fig. 2.1).
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Figura 2.1 Attivazione del sistema del complementwamite le vie classica, alternativa e della lectia.
Si rimanda alla spiegazione nel testo. MAC: membram attack complex; MASPs: mannose-binding-
lectin-associated serine proteases; MBL: mannosesing lectin. (Cook and Botto, 2006)

| frammenti che derivano dall’attivazione del coerpknto, oltre a formare la MAC, sono

anche responsabili della mediazione dei fenoméiinmmatori quali:

opsonizzazione: i fagociti possiedono recettori I{LRei confronti del C3 che si
lega ai microrganismi. Questo permette la fagocdespatogeni.

chemiotassi: alcuni derivati della cascata del dempnto risultano avere attivita
chemiotattica. C5b67 & chemiotattico per neutrefilieosinofili; C5 per neutrofili,
eosinofili, macrofagi e basofili. Quest'ultimo p&E € responsabile della
stimolazione defespiratory burstnei neutrofili e della up-regulation di alcuni
recettori per i fattori del complemento in questute.

inflammazione: C3a e Cb5a, dett@afilotossing fanno contrarre la muscolatura
liscia bronchiale e intestinale, causano la dedeammne dei mastociti e stimolano
il rilascio di istamina e serotonina da parte dgiiastrine. La loro attivita
determina aumento della permeabilita vascolareuseacd rilascio degli enzimi
lisosomiali da parte dei neutrofili e di trombossda parte dei macrofagi.
immuno-regolazione: C3 e i suoi recettori regoldrsistema immunitario. C3d si

combina con alcuni antigeni e lega i recettori QR2 linfociti B, causando un
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aumento della risposta immunitaria. Il calo delsmaentrazioni di C3 da infatti

origine al calo della formazione di anticorpi. (did, 2000)
Il riconoscimento e l'adesione dei leucociti suicrarganismi avviene quindi quando
guesti sono opsonizzati da C3b, ma anche IgG aallzctine plasmatiche che vengono
riconosciute da specifici recettori (Kumaat al, 2005). Inoltre, sulla superficie
leucocitaria, esistono recettori qualieicettori per il mannosie irecettori scavengern
recettori per il mannosio sono presenti prevaleetam sulla superficie macrofagica e
sono in grado di riconoscere mannosio, fucosiosidwe di N-acetilglucosamina sulla
superficie dei microrganismi (Largeet al, 1984), risultando attivi nei confronti di
Candida albicans Pneumocystis carinii Leishmania donovani Mycobacterium
tuberculosis Klebsiella pneumoniae Streptococcus pneumonighakrabortyet al,
2001; Ezekowitzt al, 1991; Marodiet al, 1991; O’Riordaret al, 1995; Schlesinger,
1993; Zamzeet al, 2002). | recettori scavenger, invece, sono statliati primariamente
per la loro capacita di legare e internalizzarkpeproteine modificate, meccanismo che
suggerisce un loro importante ruolo nell’aterosader Tuttavia alcuni di questi recettori
sono in grado di legare un’ampia varieta di patogequindi sono coinvolti anche nelle
difese nei confronti dei microrganismi (Gough anard®n, 2000). Similmente anche le
integrine macrofagiche come la Mac-1 possono legarerobi per la fagocitosi (Kumar
et al, 2005).
Una volta avvenuti riconoscimento e adesione, lanbrana plasmatica della cellula
fagocitaria inizia ampi movimenti avvolgenti soléadosi in pliche o in pseudopodi che
circondano la particella da fagocitare; contempesamente l'area tra particella e
citoplasma leucocitario si introflette avvolgendm particella stessa e trasportandola
gradualmente all'interno della cellula. Questi @& di internalizzazione coinvolgono
vari elementi del citoscheletro e richiedono ererglasciata dall'idrolisi dellATP
(Rosati e Colombo, 1997).
L'ultimo passaggio che consente quindi di termiribpeocesso fagocitotico € I'uccisione
e la degradazione del materiale fagocitato. | n@ggesponsabili di questo fenomeno
sono i ROS prodotti dalla NADPH ossidasi e dallaMiper le caratteristiche e i
meccanismi d’azione di questi due enzimi si rimaatleapitolo 2.2.4 “stress ossidativo
indotto dall'inflammazione”). Le molecole prodotla questi due enzimi (come perossido
di idrogeno e ipoclorito) sono responsabili deltistone dei microbi: in particolar modo
il sistema della mieloperossidasi € il meccanismtbeicida piu efficiente a disposizione
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dei neutrofili, anche se le cellule con deficitMPO sono in grado di uccidere i batteri
(anche se piu lentamente) grazie alla formazioneugierossido, radicali idrossili e
ossigeno singoletto (Kumaat al, 2005). Esistono tuttavia anche dei sistemi ossige
indipendenti di degradazione batterica, come laegma permeabilizzante battericida
(BP1), il lisozima, la lattoferrina, la proteina $)@a maggiore, le defensine e le serina
proteasi.

La BPI, una proteina espressa primariamente nefraféiy dimostra grande attivita
antimicrobica nei confronti dei Gram negativi, eltthe una spiccata attivita di
neutralizzazione delle tossine (Schultz and WekX)7); tramite attivazione di una
fosfolipasi, essa degrada i fosfolipidi causandanenio della permeabilita della
membrana esterna dei microrganismi (Kuriaal, 2005).

Il lisozima & una proteina che catalizza l'idroligi legami 1-4 glicosidici tra acido N-
acetilmuramico e N-acetilglucosamina dei peptidmgii di parete cellulare (Proctor and
Cunningham, 1988). Quindi, [lattivita antimicrobicael lisozima é attribuita
primariamente alla lisi enzimatica dei peptidogticehe compongono la parete cellulare
dei microrganismi (Branen and Davidson, 2004).

La lattoferrina € una glicoproteina che derivalpemaggior parte dai neutrofili (lyer and
Lonnerdal, 1993). Nonostante la sua presenza vetilggzata per identificare i granuli
specifici in cui € contenuta, & stato dimostrate cjuesta molecola pud anche essere
ritrovata in altri granuli, seppur a concentrazionferiori (Saito et al, 1993). La
lattoferrina ha un ruolo fondamentale sia nel maiamo del ferro sia nella difesa
dell’'organismo: essa, oltre ad avere un effettdebatstatico, pud anche esercitare un
effetto battericida e limitare la proliferazionealtri microrganismi come funghi e virus
(Levay and Viljoen, 1995).

La proteina basica maggiore (MBP) & uno dei priacipostituenti dei granuli degli
eosinofili e il suo rilascio e coinvolto nellucase dei parassiti mediata da queste cellule
(Butterworthet al, 1979; Wassom and Gleich, 1979). Elevati livelliMBP sono stati
riscontrati nel siero di pazienti con eosinofiliwgssomet al, 1981) e nei siti che
presentavano infiammazione con consistente presdinzasinofili (Filley et al, 1982).
Alcuni studi hanno evidenziato che la MBP umanaditie in grado di indurre rilascio
non citolitico di istamina da parte dei basofilireel caso del ratto, anche dei mastociti
(O’Donnellet al, 1983).
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Le defensine comprendono un gruppo di polipepiicithi in cisteina che presentano
attivita antimicrobica: questi sono composti dad29aminoacidi e contengono tre legami
disulfidici (formati da tre paia di residui di osha) (Patterson-Delafielst al, 1980;
Selstedet al, 1983; Lehreet al, 1993; Garcia-Olmedet al, 1998). Alcuni studi hanno
dimostrato che le defensine hanno potente attait#batterica, antifungina e antivirale
nei confronti di un’ampia varieta di microrganis(Weinberget al, 1998; Selsted, 1984;
Lehreret al, 1989). L’attivita antibiotica di queste molecqletrebbe coinvolgere sia la
membrana cellulare sia alcuni target intracellu{@iong et al, 1999). Oltre alla loro
attivita microbicida, le defensine risultano coitteonella chemiotassi per monociti,
linfociti T e cellule dendritiche (Chertost al, 1996; Territoet al, 1989; Yanget al,
1999), inibiscono il legame del’lACTH ai suoi retet (da cui il nome “corticostatine”
dato talvolta alle defensine) (Tominaghal, 1990), sopprimono l'attivazione della via
classica del complemento (van den Bet@l, 1998), inducono il rilascio di istamina da
parte dei mastociti (Befust al, 1999) e promuovono il legame della lipoproteinhaéa
matrice vascolare (Bdeat al, 1999; Higazet al, 1997).

Le serina proteasi neutre (come la catepsina @&sta&si, 'azurocidina e la proteinasi3)
sono invece contenute nei lisosomi dei neutrddiliutture specializzate che prendono il
nome digranuli azzurrofili Queste molecole sono coinvolte nell’'uccisioneigestione
dei microrganismi, oltre che nella distruzione egdroteine della matrice extracellulare
(Havemann and Janoff, 1978; Elsbach and Weiss,)1988

Il processo inflammatorio acuto, se in grado ditredizzare gli stimoli lesivi (in caso di
danno lieve e di breve durata, con mantenimentta dabssibilita rigenerativa delle
cellule parenchimali), esita nel ritorno alla nofitdanella sede in cui la flogosi era
presente; se le lesioni sono di grave entita ocoit@sso ha colpito tessuti che non possono
rigenerare, la guarigione avviene per sostituziome tessuto connettivo (Kumat al,

2005). L'ultima possibilita € che il processo esitun’inflammazione cronica.
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2.1.2.3 Il processo infiammatorio cronico

L’inflammazione cronica puo originare da un proceasuto o essere tale fin da subito
(Dianzani, 1995) e viene definita come “un’infianzicme di durata prolungata in cui
procedono contemporaneamente linflammazione atti@adistruzione di tessuto e i
tentativi di riparazione” (Kumaet al, 2005).
Nel passaggio tra inflammazione acuta e croniceamwgociti neutrofili diminuiscono e
vengono sostituiti da macrofagi, linfociti e plasiabule. Il passaggio tra accumulo
neutrofilico e monocitario potrebbe essere secondad un cambiamento nel tipo di
chemochine prodotte da cellule stromali, macrofageutrofili (Kaplansket al, 2003).
Le cellule dell'infiammazione cronica si raggruppajuindi “a manicotto” intorno ai vasi
e danno origine a strutture che prendono il nommfdirati o manicotti parvicellulari
(Dianzani, 1995). Questi ultimi contraddistinguotimfiammazione cronica e sono
accompagnati da danno tissutale (dato dall’'agesgd o dalle cellule infiammatorie
stesse), angiogenesi e fibrosi (Kuretal, 2005).
L’interleuchina 6 (IL-6) svolge un ruolo fondameletaell'innesco del processo cronico a
partire da quello acuto. In particolare, dopo algjato il suo recettores@luble IL-6
receptor « 0 slIL-6Rx), essa aumenta la secrezione cellulare dell'lltgssa e del
monocyte chemoattractant proteinr®CP-1), ma non quella dell’'lL-8, favorendo cosi |
transizione da richiamo neutrofilico a monocitgtturstet al, 2001; Marinet al, 2001).
Inoltre i neutrofili apoptotici vengono riconosdiwg fagocitati dai macrofagi grazie ad
antigeni di membrana: questo comporta un aumenta decrezione di MCP-1 e una
riduzione di quella di IL-8, ovvero eventi che sbilgno il richiamo monocitario. Quindi
ad una diminuzione dei neutrofili nel sito infiamio@o si accompagna un aumento dei
monociti (Ryan and Majno, 1977; Melnicdt al, 1989; Dohertyet al, 1988).
Le molecole che possono risultare chemiotattichrel peonociti sono molto variabili e
dipendenti dalla circostanza specifica. Queste cengono I'MCP-1, Cbha, fattore di
crescita derivato dalle piastrirteansforming growth factos, frammenti di degradazione
del collagene e della fibronectina, oltre che chelmee rilasciate da macrofagi attivati o
altre cellule (Kumaet al, 2005).
L’attivazione macrofagica € invece dovuta all’atévdell'lFN-y e del TNF esogeno o
prodotto dai macrofagi stessi a seguito dell'atiune dei Toll like receptors (TLR)
(Mosser, 2003; Nathan, 1991). Una volta migratianskde infiammatoria, i macrofagi
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attivati sono in grado di eliminare i patogeni geaalla produzione di specie reattive
dellossigeno e monossido d'azoto (NO) (Mosser, 300Queste sostanze sono
contemporaneamente responsabili anche del dannesauti dell’ospite e vengono
rilasciate assieme a molecole che determinanoddoa del processo riparativo, che
accompagna il danno tissutale e il processo infiatono stesso (Kumaat al, 2005).
Esiste inoltre un’attivazione macrofagica tramevia alternativa: la stimolazione con
IL-4 attiva queste cellule che pero non sono irdgrdi produrre NO, alterando cosi la
loro capacita di distruzione dei microrganismi. §eecellule sembrano invece essere
coinvolte nella riparazione tissutale, nell’angingsi e nella deposizione di matrice
extracellulare (Mosser, 2003, Steihal, 1992).

Inoltre i macrofagi cooperano con le plasmacellugenite il sistema di presentazione
dell'antigene e con i linfociti T tramite espressodi molecole di membrana e citochine;
a loro volta questi ultimi secernono IRN-che rappresenta uno dei piu importanti
attivatori dei macrofagi (Kumaat al, 2005).

L’inflammazione cronica puo presentare un aspditfuso (detto anchenterstiziale e
contraddistinto da un numero di macrofagi non abbate, infiltrazione di linfociti e
plasmacellule e proliferazione dei fibroblasti)uno granulomatoso(circoscritto e con
reazione cellulare esuberante) (Dianzani, 1995).

Nel processo infiammatorio cronico si possono meolformare cellule giganti
multinucleate (derivanti dalla fusione di piu mdegi) o cellule epiteliodi (macrofagi
attivati simili a cellule epiteliali tipiche del pcesso granulomatoso) (Delmann and
Eurell, 2000; Kumaet al, 2005).

2.1.3 INFIAMMAZIONI PIU FREQUENTI NELLA BOVINADAL ATTE

In questo lavoro sono stati presi in considerazialweini stati infliammatori tra i piu
frequenti nella bovina da latte, ovvero mastitifiammazioni uterine postparto e
patologie podali. Di seguito si descrivono brevetednmeccanismi ezio-patogenetici e

gli aspetti clinici di queste forme.

20



2.1.3.1 Le mastiti

Il termine “mastite” viene utilizzato per descrigeun processo infiammatorio della
ghiandola mammaria; essa rappresenta la patolofgtiiva con i risvolti economici piu
rilevanti nell’allevamento della bovina da lattehéd and Lacasse, 2008).
Dovuta ad agenti patogeni quali streptococchi,ilstafcchi, coliformi, arcanobatteri,
micoplasmi, leptospire o funghi, puo essere trasmehirante i processi di mungitura
(forme contagiosespesso subcliniche, date da stafilococchi e tstcepchi, ad eccezione
di S. uberis) o dovuta all'imbrattamento della magliennel tempo che intercorre tra le
mungiture forme ambientalispesso clinicamente manifeste) (Edmondson anchiBya
2004).
La cheratina che si trova a livello del dotto piapd rappresenta una barriera fisica e
chimica nei confronti degli agenti patogeni (Capetal, 1992); una volta oltrepassato
guesto primo ostacolo, i microrganismi devono sagger meccanismi di difesa cellulare
e umorale della ghiandola stessa per poter dagenerad un processo infettivo (Sordillo
and Streicher, 2002). Se l'infezione persiste ihrda cellulare del tessuto mammario
peggiora: questo comporta la perdita di integrigdladbarriera emato-mammaria con
conseguente miscelazione del liquido extracellutatdatte (Zhao and Lacasse, 2008).
A seguito dellinvasione da parte dei microrganismi tessuto rilascia sostanze
chemiotattiche che richiamano leucociti polimorfoleati: questi hanno il compito di
distruggere l'agente patogeno tramite meccanisnsigeso-dipendenti e ossigeno-
indipendenti. L’attivazione detespiratory burste il rilascio di enzimi contenuti nei
granuli possono contribuire a peggiorare il danissutale e ad alterare la normale
funzionalita della ghiandola mammaria (Paapal, 2002).
Nelle mastiti clinicamente evidenti si notano gondi, dolore e aumento di consistenza
della mammella, spesso associate a risentimernense con piressia e anoressia fino al
decubito nelle forme piu gravi. Inoltre le secrezitattee possono presentare coaguli o
addirittura striature di sangue (Edmondson and Brgn2004).
Diversamente, nelle forme subcliniche, I'unico selche puo confermare la presenza di
un’infammazione a carico della ghiandola mammarih numero di cellule somatiche
nel latte: queste comprendono neutrofili, macroabnfociti, e nella maggior parte delle
vacche sane questo valore risulta essere infeads6.000 cellule per millilitro di latte
(Edmonson and Bramley, 2004).
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Nonostante la maggior parte della popolazione leitexda normalmente presente nel
latte sia rappresentata da linfociti e macrofgmets ai neutrofili il sistema piu efficace di
difesa della ghiandola mammaria: il numero di quekimi tende ad aumentare infatti
rapidamente nelle prime fasi di infezione (Hikdtital, 2004).

2.1.3.2 Le inflammagzioni uterine post parto

Tra i processi infammatori che colpiscono l'utguost parto si ricordano la metrite
puerperale (con rilevamento di risentimento sistemiebbre, utero dilatato e presenza di
scolo uterino fetido rosso-bruno entro 21 giorni pli@to), la piometra (se presenti pus
all'interno dell’'utero contemporaneamente alla prez® di un corpo luteo persistente e
cervice chiusa) e le metriti ed endometriti cliob subcliniche (Sheldoet al, 2006).
Sheldon e colleghi (2006) descrivono la metritmich come una forma di dilatazione
uterina, non necessariamente accompagnata daimseitd sistemico, con presenza di
scolo uterino purulento riscontrabile in vaginarerftl giorni dal parto: la persistenza di
guesta situazione oltre le tre settimane post partda presenza di materiale
mucopurulento (circa 50% di pus e 50% di muco) agBni dal parto fa definire la
patologia come endometrite clinica. La diagnosiotine subcliniche é invece basata su
rilievi citologici.

L’endometrite, ovvero l'inflammazione dellendometrche spesso esita in forme di
subfertilitd o infertilita, deriva da una contanii@e uterina da parte di batteri a seguito
di fenomeni predisponenti quali ritenzione deglagli fetali, distocia, taglio cesareo,
parto gemellare, morte fetale, parto indotto o sagiene dell’ambiente in cui avviene il
parto (Sheldoret al, 2004). La ritenzione degli invogli fetali tendedare le forme piu
gravi di endometrite (Sheldon e Noakes, 1998), redatscarsa igiene della zona parto e
responsabile di un importante aumento del rischiogbrgenza della patologia (Noakes
et al, 1991).

Poiché clinicamente le endometriti si manifestamo scolo vaginale mucopurulento
associato a scarsa involuzione uterina (She&tad, 2004), la tecnica piu utilizzata per
la diagnosi € la valutazione dello scolo vaginatddre, presenza di pus, quantita, odore e
presenza di flocculazioni) e la palpazione delfateramite ispezione rettale (allo scopo

22



di evidenziare il diametro di cervice e corna utere quindi il livello di involuzione
uterina) (Sheldon and Noakes, 1998).

L'impatto delle patologie uterine post parto sufiertilita degli animali e legata
all'alterazione del profilo progestinico, che ingiovulazione ritardata, cisti ovariche e
prolungamento della fase luteale (Opsoraeral, 2000; Royalet al, 2000b). Questo
comporta perdita economica dovuta all’eliminazidegli animali a causa dellinfertilita,

al calo della produzione lattea e ai costi detdraento (Sheldoat al, 2009).

2.1.3.3 Le patologie podali

La piu rilevante manifestazione clinica comune plg¢ologie podali € la zoppia, ovvero
I'alterazione della locomozione che gli animaliusfano per alleviare o eliminare il
dolore derivante da lesioni o infiammazioni delitacolpito (Scott, 1989; Hardie, 2000).
Oltre a diminuire il benessere animale, essa haimpatto economico rilevante
sottoforma di costi di trattamento e misure di colit (Moore et al, 2001),
peggioramento delle performance riproduttive (Speecet al, 1997), calo della
produzione lattea (Warniaht al, 2001), aumento del numero di capi eliminati e ahl
valore della carcassa dei capi macellati (van Aoeket al, 1984).
Nella maggior parte dei casi, le patologie respbitisdi zoppia colpiscono il piede e
possono essere classificate in quattro gruppi:relseleari e lesioni della linea bianca,
altre patologie minori dell’'unghione, patologie anke e patologie della terza falange e
dell'osso navicolare (Blowey, 2004).
Le ulcere soleari e i difetti della linea biancadaomprendono la formazione di ascessi
sterili, separazione della linea bianca e infezipamnetranti che sfociano a livello della
corona) sono causati da un indebolimento del tessutneo, derivante da una patologia
del corion (ovvero la componente responsabile deflmazione della scatola cornea) che
prende il nome di coriosi 0 podoflemmatite asetticameno correttamente, laminite
(Blowey, 2004).
Tra i fenomeni responsabili dellinsorgenza dellari@si vengono riportati fattori
alimentari (come il rilascio di istamina dalle foptoteiche della dieta (Nillson, 1963) o
assorbimento di endotossine responsabili di fommlbotiche (Andersson and Bergman,
1980)) e fattori manageriali (come il tipo di paentazione (Bergsten, 1994), la stazione
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prolungata per scarso comfort dallevamento (Ledner al, 1994) e il corretto
svolgimento del pareggiamento dei piedi (Mansonlazal/er, 1988)).

Secondo Ossent (1995) la coriosi evolve in treistaduna prima fase l'alterazione del
flusso sanguigno nel corion comporta una scardgeszione e quindi una scarsa sintesi
di cheratina. Nella seconda fase viene modificat@dspensione della terza falange a
causa della compromissione della componente laradillell’'unghione, con conseguente
rotazione della falange stessa. Infine la compoessdell’osso sul corion (in particolare
al di sotto della tuberosita su cui si inserisceeiidine flessore) determina un’ulteriore
necrosi ischemica e alterazione nella produziondgegsuto corneo, che esita quindi
nell'ulcera soleare. La teoria piu probabile deitiale modificazione vascolare resta
quella del “ristagno” di sangue all'interno del ggea causa della vasodilatazione e
dell’apertura degli shunt artero-venosi presergiofogicamente a questo livello. Una
volta che la terza falange e ruotata non € in gdidornare alla posizione di partenza,
oltre a questo il corion va incontro a processfiliosi che alterano perennemente la
capacita di produrre tessuto corneo di buona @ualiteando cosi una maggiore
predisposizione allinsorgenza di altre coriosiqBey, 2004).

Altre cause di zoppia che possono derivare daazitemi dell’unghione comprendono la
penetrazione da parte di corpi estraskitry heel(in cui il mancato corretto appoggio sui
talloni comporta una rotazione della terza falaegquindi compressione del corion),
fessure verticali (a causa di danni a carico de#lada perioplica) o fessure orizzontali
(dovute ad un periodo di mancata produzione dejhimne in animali che soffrono di
patologie debilitanti come mastiti, metriti o quats forma di tossiemia) (Blowey, 2004).
Un altro tipo di patologia podale e dato dalla nbecillosi interdigitale, una dermatite
necrotizzante acuta o subacuta in Eusobacterium necrophorusembra giocare un
ruolo centrale; essa origina dalla cute dello spamterdigitale e crea quadri clinici
contraddistinti da piressia, anoressia, calo daitaluzione lattea e presenza di essudato
nauseabondo. Questi sintomi spesso peggiorano aacdu infezioni secondarie
(Greenougtet al, 1981; Albaret al, 1995).

La dermatite digitale, probabilmente dovuta allesenza contemporanea di piu patogeni,
si presenta invece sottoforma di alterazioni npliate caudale del piede, in prossimita
dello spazio interdigitale. Inizialmente le lesi@oino di tipo ulcerativo a margini definiti,

umide, molto dolenti e talvolta sanguinanti (Sheat896).
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Altre forme di patologie cutanee che conducono @peosono la dermatite interdigitale
(che sembra essere una combinazione di dermaiiialdi cronica e slurry heel);
l'iperplasia interdigitale cutanea (che da zoppimmgo la lesione assume dimensioni
rilevanti o quando subisce infezioni secondaria);mud fever(con desquamazione
cutanea a seguito di esposizione al freddo) (Blo\e694).

Le ulcere soleari, i difetti della linea bianca, teecrobacillosi interdigitale o la
penetrazione di corpi estranei, soprattutto setrase, possono dare origine a patologie
secondarie delle strutture piu profonde come tendiricolazioni e componenti ossee
sottostanti come I'osso navicolare e la terza fggamuest’ultima nella bovina puo essere
colpita da una particolare forma osteomieliticaalébecrosi apicale della terza falange”
(Blowey, 2004).

2.2 STRESS OSSIDATIVO

2.2.1 L’EQUILIBRIO TRA OSSIDANTI E ANTIOSSIDANTI

Per radicale libero si intende una molecola chegr& a livello dell’orbitale piu esterno
uno o piu elettroni spaiati, divenendo cosi unaigpestremamente reattiva che tende a
“strappare” elettroni ad altre molecole per diveata questo modo piu stabile (Reily
al., 1991). | radicali liberi che si trovano fisiolegimente nell'organismo derivano
prevalentemente dalle normali attivita aerobie utatl (in particolare [Iattivita
mitocondriale) e, poiché presentano quindi comeeowa& centrale I'ossigeno, prendono
il nome di specie reattive dell’ossigeno (ROS) (kg&feldt and Svendsen, 2007). Col
termine dimetaboliti reattivi dell'ossigendROM) si includono invece sia i ROS sia i
metaboliti di questi (derivati non radicalici de¥sigeno come I'acido ipocloroso e |l
perossido di idrogeno) (Reillt al, 1991).
| ROS, se presenti fisiologicamente in basse guanpartecipano a funzioni di
fondamentale importanza all'interno dell’organismame la fosforilazione proteica, la
differenziazione cellulare, I'apoptosi, la matuma® oocitaria, la corretta funzionalita del
corpo luteo e la difesa nei confronti dei microngam (Hoidal, 2001; Georgieva, 2005;
Agarwal et al, 2005). Tuttavia, per evitare I'insorgenza di daserivanti da un eccesso
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di ROMs all'interno delle cellule, gli organismirabi hanno sviluppato dei particolari
sistemi antiossidanti. Questi sono in grado diiBralare e rendere innocui i radicali
liberi, cedendo loro un elettrone. In questo modiostessi antiossidanti divengono
radicali ma, essendo molto piu stabili, non songriado di dare danno cellulare. Una
volta ossidato, vari meccanismi riportano I'antidaste al suo stato ridotto, rendendolo
in grado di svolgere nuovamente la sua attivitdkkegfeldt and Svendsen, 2007).
Gli antiossidanti sono una famiglia molto eterogertd@ molecole: alcune di queste
agiscono in modo non enzimatico come le vitamineCAE, gli urati, la transferrina e
anche I'albumina (Reilly, 1991; Agarwal al, 2005, Noyaret al, 2006). Tuttavia la
detossificazione enzimatica esercitata da moleomhee la superossido dismutasi (SOD),
la glutatione perossidasi, il sistema tireodossit@aldo-keto reduttasi, sembra essere piu
efficiente (Halliwell and Gutteridge, 1998).
La superossido-dismutasi (SOD), responsabile delleversione dell’anione superossido
in perossido di idrogeno, e presente sottoformaadiisoenzimi. SOD1 contiene rame e
zinco come cofattori e si trova a livello del cigsSOD2 é invece un’isoforma
mitocondriale contenente manganese. SOD3 & mattitesh SOD1, poiché utilizza come
cofattori rame e zinco, ma e presente a livelloaedilulare (Fujiet al, 2005).
La glutatione perossidasi (GPx), in particolarezgraalla selenocisteina, € in grado di
detossificare dai perossidi utilizzando il glutago(GSH) come donatore di elettroni.
Anche in questo caso esistono diverse isoforme:1GPxpiamente distribuita nei tessuti,
GPx2 espressa a livello intestinale, GPx3 in plagmituido epididimale e GPx4 nel
testicolo (Fujiiet al, 2005).
La catalasi € invece I'enzima responsabile dellavecsione del perossido di idrogeno in
ossigeno e acqua usando come sito attivo il grugpe contenente ferro (Besd al,
2003; Poulos and Kraut, 1980).
Il sistema della tireodossina riduce le molecoldate, tornando nella forma funzionante
ridotta grazie all’attivita dell’enzima tireodosaimeduttasi e ad una molecola di NADPH
(Fujii et al, 2005).
Parallelamente a questi meccanismi antiossidaistioe® delle difese nei confronti delle
molecole danneggiate dai ROMs. Queste comprendsisteimi di riparazione del DNA
che sono in grado di identificare, eliminare e ibois¢ basi azotate ossidate (Left al,
2008), oltre che le proteasi ed altri enzimi indgradi eliminare proteine e lipidi
danneggiati dal processo ossidativo (Ane¢sal, 1993). Esistono quindi due livelli di
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difesa: il primo, tramite l'attivita degli antioskinti, evita la persistenza dei ROMs
all'interno della cellula; il secondo fa diminuifeaccumulo delle molecole danneggiate
dai ROMs, evitando patologie provocate dalla lomespnza quali I'aterosclerosi e
'Alzheimer (Deanet al, 1997).

2.2.2L.O STRESS OSSIDATIVO E | DANNI INDOTTI DA QUE STO

Alcuni processi patologici sono in grado di aumeanta produzione di ROMs, rendendo
quindi insufficiente il sistema antiossidante allao rimozione e conducendo al
fenomeno dello stress ossidativo. Quest’ultimo eianfatti definito come il fenomeno
per cui i radicali liberi vengono prodotti piu vekmente di quanto le sostanze
antiossidanti siano in grado di neutralizzarli £i8991; Bernabuceit al, 2002; Castillo
et al, 2005). L'accumulo dei ROS comporta la comparsalatini a carico di varie

strutture all'interno dell’organismo tra cui il DNAlipidi e le proteine (Sugino, 2006).

2.2.2.1 DNA

La maggiore fonte endogena di danno al DNA sembmessere i ROS (Bohr, 2002;
Lindahl, 1993). Le specie reattive dell’'ossigenoa®sin grado di causare diversi tipi di
lesione a livello del DNA come l'ossidazione dddksi azotate, siti abasisingle-strand
break e double-strand break(Krokan et al, 1997). Inoltre sembra che il DNA
mitocondriale possa subire danni ossidativi maggloiquelli cui &€ sottoposto il DNA
nucleare (Wallacet al, 1987; Yakes and Van Houten, 1997).

Queste alterazioni possono quindi condurre a mutézw morte cellulare (Imlay and
Linn, 1988; Takahashet al, 2000) e probabilmente sono coinvolte nei mecaoainis
carcinogenici (Lofet al, 2008).
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2.2.2.2 Lipidi

Gli acidi grassi poli-insaturi (PUFAS) sono le nuée piu sensibili all’attivita dei ROS:
gueste si trovano a livello delle varie membrarkileei sottoforma di fosfolipidi. Oltre a
garantire la fluidita della membrana, i PUFA somecprsori di molecole prodotte in
risposta a stimoli intra ed extra cellulari; il neaaismo coinvolto prevede lattivita di
enzimi come le lipossigenasi, che trasformano i RufFidroperossidi (Spitteller, 2006).

| ROS, invece, sono in grado di reagire in modo @oenimatico con i PUFA rendendoli a
loro volta radicali che, reagendo con I'ossigeramrb origine a radicali perossidi. Questi
a loro volta reagiscono con un gruppo LHi un altro PUFA trasformandosi in
idroperossidi (LOOHSs), ma innescano la formaziomeur nuovo radicale, portando
quindi ad un processo a catena (Spitteller, 2008dicali cosi formati possono reagire
con altri lipidi, proteine o acidi nucleici creangarticolari danni alla membrana cellulare
che possono condurre dall’aumento della permeabitio alla lisi cellulare (Reillt al,
1991). Tuttavia, questo sembra essere anche unamspw difensivo nelle cellule
cancerose 0 precancerose, infettate da virus o mgueudanneggiate in modo tale da
minare la salute dell'individuo (Das, 1999; Sal¢a@001).

2.2.2.3 Proteine

Anche le proteine rappresentano un target delligatiossidante dei ROS. Le alterazioni
cui possono andare incontro a seguito della reazioon i radicali dell’ossigeno
comprendono l'ossidazione delle catene laterali amatidiche, il cross-linking tra
proteine, la degradazione dei legami peptidicifdanazione di legami covalenti con
prodotti dell'ossidazione lipidica o glucidica e fimmmentazione delle proteine stesse
(Davies, 1987; Berlett and Stadtman, 1997).

Studi condotti sull’albumina sierica bovina hanrermesso di evidenziare che la specie
reattiva dell’ossigeno maggiormente coinvolta msiidazione proteica risulta essere |l
radicale idrossile, mentre gli amminoacidi maggieme coinvolti sono triptofano,
tirosina, istidina e cisteina (Davies, 1987). Léa¢tzione della struttura primaria delle
proteine si riflette quindi anche sulle altre duw#, causando alterazioni della
conformazione proteica e alterando cosi il nornpateesso proteolitico innescato dalle

28



proteasi. In particolare una conformazione protdiezemente aperta esita in una
maggiore attivita proteasica (Moller and Kristens2®04). Allo stesso modo le proteine
lievemente ossidate sono maggiormente sottoposédtiada proteolitica, al contrario di

guelle significativamente alterate che talvoltacsameno suscettibili alle proteasi (Moller
and Kristensen, 2004). Questa potrebbe quindi edaecausa dell’accumulo di alcune

proteine nei tessuti.

2.2.3 PRODOTTI DELL" OSSIDAZIONE PROTEICA E PRODUZI ONE DI
AUTOANTICORPI

L’ipotesi che le proteine ossidate possano essewmnasciute dall'organismo come
sostanzaon-self e quindi in grado di stimolare la produzione wiii@orpi, € nata da uno
studio condotto sull’ossidazione dellLDL in relame all’aterosclerosi (Palinski and
Witzum, 2000).

Durante i processi di stress ossidativo, le mokaohggiormente coinvolte risultano
essere i fosfolipidi e in particolar modo i PUFApiodotti dell'ossidazione di questi
ultimi possono essere aldeidi estremamente redttv@e la malondialdeide (MDA) o il
4-idrossinonenale (4-HNE)), o fosfolipidi ossidaintrambi questi composti possono
legarsi a proteine o lipidi creando quindi un ins&e molto eterogeneo di prodotti
(Palinski and Witzum, 2000). Considerato che i pé&oei formati dalla modificazione
dell'istidina e della lisina sono particolarmentanmunogenici e che I'apoB contenuta
nel’LDL é ricca di quest'ultimo amminoacido, e tstadimostrato che anticorpi contro
MDA-lisina o0 4-HNE-lisina venivano prodotti in toplopo la somministrazione di
omologhi dell’LDL modificato in vitro con MDA o 4-NE (Palinskiet al, 1989).

Va comunque tenuto presente che la misuraziondivedlb di anticorpi sintetizzati nei
confronti dei prodotti dell’'ossidazione puo essier@viante. Infatti, da un aumento delle
attivita che inducono la formazione di lipoproteiossidate, ci si potrebbe aspettare un
aumento degli anticorpi circolanti: in realta qwesbn € sempre vero poiché gli antigeni
cosi formati legano la quota di anticorpi liberhecquindi risultano paradossalmente
ridotti (Palinskiet al, 1996; Itabeet al, 1996; Holvoet and Collen, 1997).
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Anche gli advanced glycation-end product®GEs), derivanti dall’esposizione di
proteine e lipidi alla glicazione\ossidazione (8hal, 2008), inducono la formazione di
autoanticorpi (Palinslet al, 1995; Reavert al, 1997).

Cio significa che I'organismo € in grado di proguanticorpi nei confronti di lipidi o
proteine che hanno subito una modificazione conganino ossidativo: questo concetto,
nell’ambito di questo lavoro, potrebbe rappresentar fondamentale punto di partenza

per ulteriori studi.

Si puo quindi concludere che i prodotti derivarai processi ossidativi possono:

* accumularsi nei tessuti, essendo meno sensibik@amismi di riconoscimento e
proteolisi (Moller and Kristensen, 2004). Questccié che accade nel caso
dell'invecchiamento (Smithet al, 1992; Ameset al, 1993), aterosclerosi
(Matsuuraet al, 2008) o morbo di Alzheimer (Smitt al, 1992).

* agire da neoepitopi con conseguente formazioneitdiaaticorpi che potenziano
l'attivazione dei mediatori dell'infammazione comeeccade nell’aterosclerosi
(Palinski and Witztum, 2000) o nell’endometrioshéatiet al, 1999).

2.2.4 STRESS OSSIDATIVO INDOTTO DALL’ INFIAMMAZIONE

La comparsa dello stress ossidativo puo esser¢alegaari fenomeni che comportano
laumento dei ROS, come le alterazioni della pssiparziale dell’ossigeno a livello
tissutale, I'attivita di alcuni xenobiotici, la @nza di vitamine A, E e C, I'invecchiamento
e le flogosi. In particolare, nei processi flogigtile cellule in grado di fare fagocitosi
(come i neutrofili e i macrofagi) riconoscono lasemza estranea e la incorporano
all'interno di vacuoli formando fagosomi A seguito della fusione di questi ultimi con i
lisosomi prendono originefagolisosomiRosati e Colombo, 1997), mentre il processo di
rilascio dei granuli nel fagosoma prende il nomeleljranulaziongFantone and Ward,
1982). | granuli lisosomiali contengono enzimi irado di distruggere un’ampia gamma
di sostanze biologiche comprese le membrane cellhddteriche, il collagene, 'elastina
e | mucopolisaccaridi (Fantone and Ward, 1982utrofili e i macrofagi, allo scopo di
eliminare la sostanza estranea, attivano quindibgicanismi ossigeno-dipendenti dando

origine al fenomeno che prende il nomerdspiratory burst con un aumento delle
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richieste di ossigeno da parte delle cellule cdieyo glicogenolisi, aumento
dell'ossidazione del glucosio attraverso la vial'dsbso monofosfato e produzione di
ROS (Kumaret al, 2005). Le specie reattive dell’'ossigeno prodottenisura maggiore

sono l'anione superossido {p e il perossido di idrogeno, derivanti dall’'attévi

dell’enzima nicotinamide-adenina-dinucleotide-oasidNADPH ossidasi) (Robinsaet

al.,, 2004). La NADPH ossidasi € un complesso costitWla due componenti di
membrana che formano la componente catalitica ldebditocromo lgs (gp9T o~
p22’H%%) (Segal and Jones, 1978; Dinauer al, 1987; Parkoset al, 1988), tre
componenti citosoliche (p67°%, p47"%* e p4GH°%) (Wientjeset al, 1993, 1996; Zhan
et al, 1996; Lapouget al, 2000), e una GTP-asi a basso peso molecolaré ¢raac?2)
(Quinnet al, 1993; Aboet al, 1994; Bokochet al, 1994; Krecket al, 1996). Vista la

capacita della NADPH ossidasi di dare origine a posti tossici, esiste una fine

e

regolazione nell'attivazione dell’enzima. Gli stilhn@he sono in grado di attivarla
comprendono le particelle che vengono fagocitdtein@ molecole chemiotattiche, alcuni
lipidi e gli anticorpi (Robinson, 2008). In quesési la porzione citoplasmatica si unisce a
guella del flavocitocromodgs, mentre la rac2 si dissocia dal suo inibitoregalé GTP
(Bokoch and Diebold, 2002). L'enzima cosi attivaimsporta elettroni dal NADPH del
versante citoplasmatico all'ossigeno contenutoligaldo extracellulare o all'interno del
fagosoma (quando la membrana € invaginata), formacmsi anione superossido
(Klebanoff, 2005).

La reazione catalizzata dalla NADPH ossidasi psermescosi riassunta:

NADPH + 20 <—> NADP+ 20, + H'

A guesto punto la reazione di dismutazione di doéenole di anione superossido (in cui
una viene ossidata, mentre l'altra viene ridottéd protoni, da origine a perossido di
idrogeno (HO,) e ossigeno molecolare O Questa reazione puo essere spontanea
(soprattutto a pH acido) o mediata dall’enzima sog&Edo dismutasi (SOD), anche se
non esistono studi che dimostrino il rilascio de$®©D neutrofilica all'interno del
fagosoma e si suppone invece che questa poss& esseicomponente dell’organismo
fagocitato (Klebanoff, 2005). Allo stesso tempo,partire da anione superossido e
perossido di idrogeno, possono essere prodotitiR@S, come il radicale idrossile (OH-)
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(Beckmanret al, 1990; Ramost al, 1992), ossigeno singolettt}) (Coreyet al, 1987;
Steinbeclet al, 1992) e ozono (§) (Wentworthet al, 2002).
Una buona parte del perossido di idrogeno prodd#ioneutrofili viene convertita ad
acido ipocloroso, un potente microbicida, ad opliienzima mieloperossidasi (MPO)
(Klebanoff, 1970). La MPO, inizialmente chiamataAigner (1941) verdoperossidasi a
causa del suo colore verde, € una glicoproteintitgits da quattro catene polipeptidiche
(due pesanti e due leggere) contenente due gruma EKlebanoff, 2005). Essa
rappresenta uno dei maggiori costituenti dei gisamdurrofili (Lemanskyet al, 2003).
L’acido ipocloroso cosi prodotto puo reagire carbmposti contenenti azoto a formare
derivati come le monocloramine e le dicloramineg plossono essere poi degradate alle
corrispondenti aldeidi (Hazeat al, 1998a; Hazeret al, 1998b). La taurina, che é
presente ad alte concentrazioni nel citoplasmanéeirofili (Soupart, 1962; Learst al,
1990), reagisce con HOCI formando N-cloro taurmano tossica dell’acido ipocloroso:
guesto meccanismo permette ai neutrofili di protegigdal rilascio di HOCI nel
citoplasma (Schuller-Levis and Park, 2003; Kleb§n@D05). Anche la tirosina puo
essere convertita ad opera dellHOCI in 3-cloraiima o 3,5-diclorotirosina (Hazex al,
1996; Domigaret al, 1995). Anche se non € noto se la clorinazionka debsina possa
danneggiare microrganismi 0 tessuti, essa viendausame marker dell’attivita
mieloperossidasica (Winterbourn, 2002). Inoltre M@&,0, possono indurre alterazioni
della tirosina senza mediazione dell'acido ipoctaroformando dei radicali che, tramite
fenomeni di cross-linking, danno origine a ditiresi(Heineckeet al, 1993a; Savenkova
et al, 1994; Jacolket al, 1996; Heinecket al, 1993b).
Un ultimo composto derivante dall’alterazione ddltasina & la 3-nitrotirosina, la cui
presenza e stata dimostrata nelle aree sottopdkigasi (Ischiropoulos, 1998), tanto da
poter essere usato come marker di inflammaziomeadrofagi attivati sono infatti in
grado di stimolare l'azione dell’'enzima ossido-oir sintetasi inducibile (INOS)
producendo cosi rilevanti quantita di ossido nitiblO-), oltre che produrre superossido
grazie all'attivita della NADPH-ossidasi (Pirodeli al, 2007). La combinazione di NO-
e anione superossido da origine a perossinitrité@&) (Saranet al, 1990: Koppenoét
al., 1992; Huie and Padmaja, 1993) in grado di ossidgruppi sulfidrilici proteici o non
(Radiet al, 1991). La reazione tra perossinitrito e aniddgdebonica da quindi origine a
molecole che inducono processi di idrossilaziomgrazione delle proteine (Alvarez and
Radi, 2003). E stato inoltre dimostrato che la paone di nitrotirosina pud essere legata
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ad un meccanismo dipendente dalla MPO, in gragwatiurre una potente specie reattiva
dell'azoto, ovvero il diossido di azoto (MBalduset al, 2001).

Anche le lipossigenasi (LOX) e le ciclossigenasd{g svolgono un ruolo fondamentale
nel determinare lo stress ossidativo durante iggsidnfiammatori. L'acido arachidonico,
contenuto nelle membrane cellulari, viene rilagc@gtazie all’attivita di una fosfolipasi e
viene quindi metabolizzato da LOX e COX dando oga una serie di eicosanoidi tra
cui prostaglandine, trombossani e leucotrieni (Sglssonet al, 1987; Funk, 2001).
Durante le reazioni catalizzate dalla LOX possorsseee generati alcuni prodotti
dell'idroperossidazione dell’acido arachidonico giessono fungere da ROS (Schweiger
et al, 2007; Uchida, 2003; Brash, 1999). Inoltre, alcprodotti derivanti dall’attivita
della LOX (come lacido 12-idrossieicosatetraenoi¢@2S-HETE), l'acido 15-
idrossieicosatetraenoico (15S-HETE) e i leucotjigmbssono indurre I'attivita della
NADPH-ossidasi con conseguente generazione di R@Sh{efeld et al, 2003; de
Carvalho et al, 2008). Similmente la COX, trasformando I'acidoacridonico in
prostaglandina H(PGH,), innesca la reazione che da origine ad una siemeetaboliti
(tra cui la prostaglandina.fy in grado di stimolare I'attivita della NADPH-ogsisi
(Katsuyamaet al, 2002). Alcuni studi (Kim and Dinauer, 2006; Skicand Sumimoto,
2000) hanno dimostrato che I'acido arachidonicessie® in grado di indurre I'attivazione
della NADPH ossidasi.

Un ultimo enzima coinvolto nel meccanismo di stressidativo innescato dal processo
inflammatorio sembra essere la xantina ossidasest@@ué una flavoproteina contenente
molibdeno e ferro in grado di ossidare l'ipoxantmaantina e quindi ad acido urico.
L'ossidante che viene utilizzato in entrambe lezieai e I'ossigeno molecolare, che
viene ridotto a perossido di idrogeno (Betgal, 2003). Anche se il ruolo della xantina
ossidasi nelle cellule inflammatorie risulta poduaco, uno studio di Hellsteet al.
(1997) dimostro I'esistenza di una correlazionepimacesso infiammatorio e quantita di
enzima presente in fibre muscolari dopo esercizienso. Questo aumento risultdo essere
legato prevalentemente al rilascio dell’enzima @atep delle cellule endoteliali e dei
leucociti: i neutrofili attivati in particolar modsembrano essere in grado di stimolare la
conversione della xantina deidrogenasi in xantisgidasi nelle cellule endoteliali stesse
(Wakabayashet al, 1995).
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2.3 MARCATORI OGGETTO DEL PRESENTE STUDIO

2.3.1 APTOGLOBINA (Hp)

L’aptoglobina (Hp) € una proteina di fase acutatp@sche ha come ruolo fondamentale
guello della rimozione dellemoglobina presente tmtente circolatorio a seguito di
fenomeni emolitici o del fisiologico turnover deiloguli rossi (Quaye, 2008).
L’innalzamento della concentrazione di questa nadkeavviene primariamente grazie al
meccanismo di induzione dato dall’'lL-6, prodottazie alla stimolazione da parte di
altre citochine come TNE-e IL-1 (Olivieroet al, 1987).
La concentrazione dell’aptoglobina tende ad aumentbbondantemente durante i
processi inflammatori, in particolare tra le 24ee48 ore che seguono un intervento
chirurgico o un’infezione batterica o virale (méstipolmoniti, enteriti, peritoniti,
endocarditi, ascessi, traumi, endometriti). Il suwalzamento & pero riscontrato anche in
situazioni non associate ad inflammazione qualpafto nelle bovine, lo stress da
trasporto nei vitelli o la lipidosi epatica, prollatente a causa dell'induzione degli
epatociti alla secrezione dell’aptoglobina a seguili stimolazione da parte dei
glucocorticoidi o dell’estradiolo (Thomas, 2000h un recente studio di Huzzey e
colleghi (2009) si evidenzia infatti che bovineladbse del periparto, in assenza di segni
clinici di metrite, presentano un picco nella cancazione di aptoglobina il terzo giorno
dopo il parto. Questo parametro tende poi a diméengradualmente fino a raggiungere
valori basali stabili intorno al dodicesimo giorpmst parto. Nello stesso studio si
dimostra inoltre che nelle bovine con forme liegravi di metrite, nello stesso intervallo
di tempo, si rilevano valori piu elevati di aptogioa rispetto al gruppo senza segni
clinici (Fig. 2.2).
Una delle pitu importanti proprieta dell’aptoglobigaquella di riduzione dello stress
ossidativo. Tseng e colleghi (2004) hanno dimasticte il suo potere antiossidante
supera di gran lunga quello della vitamina C: caesiratteristica contribuisce in maniera
rilevante al mantenimento dello stato redox cetkildramite la mitigazione del
respipratory burst con conseguente riduzione del danno ai tesstgostianti. Inoltre
I'aptoglobina limita i danni indotti dalle specieattive dell'ossigeno grazie al legame con
'emoglobina libera (che rappresenta una potenziedponsabile di danno ossidativo) e
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alla riduzione nel rilascio del gruppo eme (Quaf608). E stato infine dimostrato
(Salvatoreet al, 2007) che questa proteina di fase acuta e cdaamval meccanismo di
protezione dellApo A-1 dal danno mediato dai radlidiberi e nella prevenzione della
formazione di addotti tra HDL e altre lipoproteina:corretta attivita del’Apo A-1, che
consiste nel trasportare il colesterolo al fegaéw [ sua successiva degradazione,
garantisce quindi benefici nellambito dell'insorga delle patologie cardiovascolari.
Oltre alle proprieta antiossidanti, I'aptoglobinaospiede importanti proprieta
immunomodulatorie: essa promuove l'apoptosi deitnoditi nella fase di richiamo di
monociti e macrofagi alla sede inflammata (Kenal, 1995), e in grado di sedare il
processo inflammatorio tramite linibizione delliaita degli enzimi COX e LOX
(meccanismo che limita ulteriormente il danno astdi) (Saeecdet al, 2007) ed é
coinvolta nelle fasi riparative (Gabay, 2006).

La concentrazione di aptoglobina nei bovini sasiilta spesso non misurabile (Makimura
and Suzuki, 1982; Connet al, 1986; Eckersall and Conner, 1988), mentre durknte
reazione di fase acuta essa pu0 aumentare fino-l®Wolte (Conneet al, 1988;
Conneret al, 1989, Godsoret al, 1996; Gruyset al, 1993), rendendola cosi la piu

importante proteina di fase acuta nella specier@@hlsemgeestt al, 1994).

2.5+
—&— Healthy
2 ol
= Mildly Metritic
3
e 157 —— Severely Metritic
s
1
s 17
53
juin] T
0.5+
0 T T T T T T T T T T T J ' !

T T
24 -21 -18 -15 -12 -9 -6 -3 0 3 6 9 12 15 18 21 24
Day Relative to Calving

Figura 2.2 Concentrazioni medie di aptoglobina in aimali sani (n=23), con lieve metrite (n=32) e
grave metrite (n=12) durante il periparto. (Huzzeyet al., 2009)

35



2.3.2 AOPP

Le advanced oxidation protein produc{®OPP) sono i prodotti della reazione delle
proteine plasmatiche con gli ossidanti cloruratidmtti dalla MPO (Fialovat al, 2006;
Noyanet al, 2006). La mieloperossidasi € responsabile detdyzione di AOPP in due
modi: il primo derivante dall’attivita del’lHOCI (\tko-Sarsatet al, 1998), il secondo
dalla capacita propria dell’enzima di dare origmelitirosina (Heinecket al, 1993a,
Heineckeet al, 1993b).
Questi marker sono stati studiati per la primaavait pazienti con uremia e insufficienza
renale cronica sottoposti a dialisi (Witko-Sarsiaal, 1996; Witko-Sarsatt al, 1998): la
membrana da dialisi, infatti, attiva i neutrofililiespinge a produrre grosse quantita di
ROS (anione superossido, perossido di idrogenacatedidrossile e acido ipocloroso)
(Nguyen et al, 1985; Himmelfarbet al, 1991) che, vista l'incapacita del sistema
antiossidante plasmatico di rimuoverli efficacenegninducono lo stress ossidativo
(Loughrey et al, 1994; Céballos-Picoet al, 1996). Witko-Sarsat e colleghi (1996)
riscontrarono nel sangue di questi pazienti alelli di proteine ossidate, distinguibili
dalle forme non ossidate grazie alle loro divem@tteristiche spettroscopiche (derivanti
ad esempio dall’ossidazione dei gruppi aromatla) AOPP cosi rilevate furono distinte
in quelle con massa molecolare pari a 600 kDa deqda 60 kDa. Le prime vengono
definite “ad alto peso molecolare” (HMW) e corrigigono all’albumina, che sembra
formare aggregati derivanti da ponti disolfuro efoss-linkinga causa della formazione
di ditirosina. Il secondo gruppo “a basso peso owéee” e invece costituito da albumina
monomerica (Witko-Sarsat al, 1996).
In seguito a queste rilevazioni, & stato ipotizzatopossibile ruolo delle AOPP nella
patogenesi di altre malattie. Il loro accumulo &giquindi identificato in diabete mellito
(Kalousovaet al, 2002), nefropatia diabetica (S#tial, 2008), coronaropatie (Kaneda
al., 2002) e obesita (Atabek al, 2006).
Indagini successive hanno dimostrato che le AOPRo so grado di innescare |l
respiratory burstin monociti e neutrofili e stimolare lattivita mocitaria, oltre che
essere positivamente correlate agli indicatori fiammazione (Witko-Sarsagt al,
1998). Nello stesso studio fu evidenziato che I'anta delle AOPP e seguito da un calo
del GSH, mentre i valori della malondialdeide (wodwtto della perossidazione lipidica)
risultano invariati in casi e controlli: questo alwra I'ipotesi che le AOPP siano marker
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di stress ossidativo piu sensibili rispetto alla MPBlassicamente usata (Witko-Sarsat
al., 1996).

La capacita delle AOPP di promuovere il procesfianmmatorio € stata dimostrata anche
nella nefropatia diabetica (Sét al, 2008) e sembra sia legata alla similitudine tG2P®

e AGE @dvanced glycation end produgtsla capacita di stimolare i macrofagi
deriverebbe quindi dalla comune possibilita di legaRAGE (recettori per gli AGE),
scatenando un rilascio di citochine e una risppstinfiammatoria paradossalmente piu
importanti di quelle indotte dagli AGE stessi (Kadovaet al, 2005).

| monociti quindi sono al tempo stesso sia bersagélle AOPP, sia i promotori della

loro formazione tramite la produzione di ROS.

2.3.3 GLUTATIONE (GSH)

Il sistema glutatione-glutatione disulfide (GSH-GH<t il piu abbondante sistema redox
nelle cellule eucariote (Meister and Anderson, }98Questo svolge un ruolo
fondamentale nellomeostasi cellulare (Valgbal, 2007; Droge, 2002) e nella difesa
della cellula dallo stress ossidativo (Bextyal, 2003), oltre ad essere coinvolto nei
processi di segnalamento associati alla morte laefluprogrammata (apoptosi) (Sies,
1999; Filomeniet al, 2002; Circu and Aw, 2008). Inoltre & coinvoltccha nella sintesi
dei leucotrieni (Rouzeet al, 1982) e rappresenta una fonte di cisteina piafaditi, la
cui attivita € dipendente dalla disponibilita diegto amminoacido (Droge al, 1986).

I GSH viene sintetizzato in due fasi a partire ldgluatammato, L-cisteina e glicina
grazie agli enzimiy-glutamil-cisteina sintetasi e glutatione-sintetéSies, 1999) (Fig.
2.3).

Il gruppo sulfidrilico libero (contenuto nellamnuacido cisteina) conferisce capacita
riducente alla molecola (Parris, 1997), che qusidiud presentare in una forma ridotta
(GSH) o in una forma ossidata (nota come glutatoiselfide o GSSG). Terminata la sua
sintesi, il GSH puO essere trasportato attraveesomembrana plasmatica. Questo
meccanismo € ampiamente utilizzato nel fegato clies che eliminare il GSSG per via
biliare, produce grosse quantita di GSH e lo imena#l torrente circolatorio in modo da
rifornire gli altri tessuti (Bartoli and Sies, 19#aplowitzet al, 1996).
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Figura 2.3 Sintesi del glutatione. Formazione sequeiale ATP-dipendente dei legami amidici tra
cisteina e gruppo gamma-carbossilico del glutammate quindi tra glicina e cisteina. GCL: gamma-
glutammil-cisteina sintetasi; GSH: glutatione. (Foman et al., 2009)

Tra le varie funzioni del glutatione, una delle jiportanti risulta essere il suo ruolo
come cofattore nell’attivita degli enzimi antiosaidi come la glutatione perossidasi
(GPx). Due molecole di glutatione e una di perassididrogeno, grazie all’attivita della
GPx, danno origine a GSSG e acqua (Bsrgl, 2003). La forma ridotta del glutatione
viene quindi rigenerata a partire da quella osaigaazie all'enzima glutatione reduttasi,
sfruttando il NADPH come coenzima (Beggal, 2003). Fisiologicamente I'attivita della
glutatione reduttasi e la disponibilitd di NADPHnsosufficienti a mantenere il valore
GSSG:GSH tra 1:100 e 1:1000 (Dalle Dorateal, 2009; Wuet al, 2004). Il ruolo del
GSH nello stress ossidativo € amplificato anch&dala capacita di riportare alla forma
ridotta altri antiossidanti ossidati come la vitamiE (Meister, 1994a; Meister, 1994b,
Anderson, 1997, Meister, 1995). Tuttavia, se lesstrossidativo aumenta o l'attivita della
glutatione reduttasi diminuisce (ad esempio a cdusa calo della sintesi del NADPH),

il GSSG si accumula e il rapporto GSSG:GSH aumenta.
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Il GSSG formato puo:

» formare ponti disolfuro con proteine cellulari

» essere rilasciato dalla cellula per mantenere ntestd rapporto intracellulare

GSH:GSSG ed essere quindi metabolizzato a liveliaeellulare

* essere ridotto nuovamente a GSH ad opera dellatigingé reduttasi
Di conseguenza, la perdita complessiva di GSH vamepensata o dalla riduzione del
GSSG o dalla sintesi ex-novo della molecola (Giowmairet al, 2006).
Per glutatione totale (GSx) si intende la sommé&dmincentrazioni della forma ridotta e
il doppio di quella ossidata (poiché la riduziored @SSG da origine a due molecole di
GSH), ovvero la concentrazione di GSH nel campeseguito della completa riduzione
del GSSG (Schafer and Buettner, 2001).
Durante lo stress ossidativo possono avvenire zianadei livelli di glutatione totale
come esito della variazione dell’entita della ssnte della perdita dell'indicatore stesso
(Malmezatet al, 2000). I livelli del GSx nei vari tessuti e néhgma possono cambiare
in base all'alimentazione e allo stato clinico defgetto: animali sottoposti a infezione
sperimentale aumentano la sintesi di glutationtetini tessuti (soprattutto il fegato), ma i
livelli plasmatici di GSx tendono ad abbassarsi IfiWezat et al, 2000). Rahman e
MacNee (2000) riportano inoltre che lo stress @dsid indotto dai mediatori di
inflammazione causa una intensa deplezione del G®iHdendo cosi le cellule

maggiormente suscettibili all’'amplificazione deligposta inflammatoria.

2.3.4 DHEA

Il deidroepiandrosterone (DHEA) e uno dei prodaltlla steroidogenesi. Questo
androgeno deriva dall'attivita del citocromo P4%0sthe converte il colesterolo in
pregnenolone e, successivamente, del P450cl7 cherte quest’ultimo a 17-idrossi-
pregnenolone e quindi DHEA. Questo steroide pueregsresente anche nella sua forma
di solfato (DHEAS): la reazione di solfatazione ediata dall’enzima idrossisteroide
sulfotransferasi (HST), mentre la reazione oppastalovuta alla steroido-solfatasi
(Maningeret al, 2009).

I DHEA viene trasformato a livello dei tessuti {ferici in estrogeni e androgeni,

essendone un fondamentale precursore (L&, 2005). Oltre a questo, nonostante sia
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lo steroide maggiormente presente nel torrenteolatario umano, il suo ruolo nella
fisiologia, il suo meccanismo d’azione e il suo gibse coinvolgimento nelle patologie
sono ancora poco compresi (Maningeal, 2009).
Studi condotti sul’l'uomo hanno dimostrato che elivdi DHEA plasmatici variano nel
corso della vita. La concentrazione dellormona BHEA che DHEAS), prodotto dalla
zona reticolare del surrene, inizia ad aumentdceno ai 6-8 anni (Havelooét al, 2004;
Parker and Odell, 1980); successivamente anchedi@sivaie iniziano a produrre
DHEA (Nieschlaget al, 1973). Il picco di secrezione avviene intornd@ianni oltre i
qguali la concentrazione diminuisce gradualment® fad arrivare al minimo valore
intorno ai 65-70 anni, eta in cui aumenta [linciden di patologie legate
all'invecchiamento (Azumeet al, 1993; Guazzeet al, 1996; Regelson and Kalimi,
1994).
| dati riguardanti la secrezione del DHEA nella imavsono invece molto piu scarsi: Wise
et al. (1982) evidenziarono che non esiste una correfaziva concentrazione di
DHEA/altri androgeni e giorno del ciclo ovarico lofso sanguigno ovarico. Studi piu
recenti hanno dimostrato la capacita della ghiseamdwhmmaria di convertire il DHEA in
androstene{317p-diolo (Belvedereet al, 1996), alterando cosi i livelli circolanti
dell’androgeno. E stato inoltre evidenziato chetesiin incremento della concentrazione
di DHEA nella fase terminale della gravidanza, stegda un brusco calo dopo il parto
(Gabaiet al, 2004). Almeidaet al. (2008) dimostrarono che le concentrazioni seraitle
DHEA tendono a diminuire in animali in cui si evidgano lesioni infammatorie podali.
Questo puo essere giustificato dal fatto che, rants sia il cortisolo che il DHEA
abbiano proprieta antinflammatorie, il primo € @sgabile di un importante fenomeno
immunosoppressivo (Cupps and Fauci, 1982), mehsecondo ha proprieta “immuno-
protettive” (Saccceet al, 2002). Il DHEA, infatti, da origine ad aumentdldeaesistenze
nei confronti di infezioni virali e batteriche (Liaret al, 1996; Zhanget al, 1999),
inibisce la produzione di IL-6 ed €& quindi coinwoltei disordini immunitari legati
all'invecchiamento (Diet al, 2001; Daynegt al, 1993), ristabilisce le normali funzioni
immunitarie dopo insulti termici o traumatico-enmagici e riduce la mortalita nei
fenomeni settici (Ben-Nathaat al, 1999; Marxet al, 2003). Le concentrazioni di DHEA
sembrano diminuire nei processi infettivi gravi (Roet al, 1997), nei processi
inflammatori cronici (Maset al, 1984; Deightoret al, 1992; Lahitaet al, 1987; Straub
et al, 1998; Dillon, 2005) e nell'invecchiamento nellmo, con conseguente aumento
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del rischio di insorgenza di disfunzioni immunita patologie infiammatorie (Bauer,
2005; Buckingham, 1996). Il motivo del calo deltancentrazione di DHEA negli animali
con patologie podali dello studio di Almeida e egti (2008), va quindi ricercato
probabilmente nella cronicita dei casi trattatictaa se il reale motivo della diminuzione
dei livelli del’'ormone nei processi inflammatoronici non € ancora compreso. Tuttavia,
un calo di questo steroide potrebbe causare unraongel danno tissutale, visto che il
DHEA normalmente inibisce I'espressione di pot@ittichine pro-infammatorie (come
il TNF-o e I'lL-6) (Danenberget al, 1992; Araghi-Niknanet al, 1997; Di Santeet al,
1996; Kimuraet al, 1998).
Infine recenti studi hanno dimostrato che 'ACTH® un fondamentale secretagogo del
DHEA e che la ghiandola surrenale contribuiscesssaente alla quantita di DHEA nel
torrente circolatorio; sembra invece che negli aigravidi la maggiore fonte di DHEA
sia la placenta, responsabile dellaumento dellzcentrazione dello steroide nella fase
terminale della gravidanza e della discesa rapidpesto valore dopo il parto (Marinelli
et al, 2007).
Si suppone esista inoltre un’importante correlagita DHEA e stato infammatorio. Il
DHEA é in grado di inibire la secrezione di citaohiproinflammatorie come quella del
tumor necrosis factofTNF) (Danenbergt al, 1992; Di Sant@t al, 1996; Araghiet al,
1997; Kimuraet al, 1998; Padgett and Loria 1998). Contemporaneantgrdsto steroide
puo favorire l'attivita dei linfociti T-helper 1 (11) e inibire quella dei T-helper 2 (Th2)
(Wilder, 1996). A causa di questo meccanismo il PHRUO svolgere un ruolo anti-
inflammatorio nelle inflammazioni guidate dai Th2ua effetto pro-infiammatorio in
guelle guidate dai Thl. Queste proprieta immunoratdre hanno suggerito il possibile
ruolo del DHEA nelle patologie inflammatorie e difisano [I'effetto positivo
dell’ormone nel miglioramento di patologie qualiiteulcerativa (Andust al, 2000) e
lupus eritematoso sistemico (van Vollenhoe¢ml, 1995; van Vollenhoveat al, 1999),
sottoforma di una riduzione della progressioneadpltologia (Andugt al, 2000; van
Vollenhovenet al, 1995), aumento della densita ossea (Labrial, 1997; Villarealet
al., 2000) e miglioramento del benessere e dellaesatgntale (Arlet al, 1999).
Alcuni studi condotti sul’'uomo hanno messo in e&ae i livelli di cortisolo e DHEA in
pazienti sani e con presenza di processi infammatwoiti o cronici (Straulet al, 2002):
nelle inflammazioni acute i livelli di DHEA e cosblo aumentano, al contrario nelle
croniche i livelli di DHEA diminuiscono in maniergetta, mentre il cortisolo non mostra
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differenze significative rispetto ai soggetti s@iobabilmente nelle inflammazioni acute
le proprieta antiflogistiche del cortisolo (Kest al, 1988; Karcket al, 1988) e del
DHEA (Danenberget al, 1992; Di Santoet al, 1996; Araghi-Niknamet al, 1997;
Kimura et al, 1998; Padgett and Loria, 1998) risultano fondaalenello smorzare |l
processo inflammatorio alla periferia (Munck andyf&) 1986), riducendo i potenziali
effetti deleteri dell'infiammazione stessa. Il nwati delle alterazioni del DHEA nei
pazienti con inflammazione cronica invece non haemuna spiegazione.

Il DHEA, nonostante stimoli Ig-ossidazione dando cosi origine a ROS (Mohan and
Cleary, 1991; Yamadat al, 1992, Hayashiet al, 1994), sembra avere capacita
antiossidanti (Schaueat al, 1990). Uno studio condotto su topi ha dimostrete la
somministrazione di DHEA puo0 rendere i tessutingsistenti alla perossidazione lipidica
indotta dall'iperglicemia: tuttavia i livelli tissali di DHEA raggiunti nellindagine erano
molto piu elevati rispetto a quelli che si trovaimologicamente nel’'uomo, indicando
che l'effetto protettivo del DHEA potrebbe esseaenfacologico piu che normalmente
presente nell’organismo in questa specie (Aragha@l, 1997). Tuttavia, nello stesso
studio si evidenziava che il DHEA non modificavdili citosolici di antiossidanti quali
a-tocoferolo o glutatione, né I'attivita della gltitmne perossidasi, reduttasi o transferasi:
guesto porta a concludere che sia il DHEA stessa(oi metaboliti) ad avere un effetto
antiossidante diretto, nonostante sia ancora p&garc il meccanismo di protezione

contro la perossidazione lipidica.

2.3.5 INTERLEUCHINA 6 (IL-6)

L’interleuchina 6 svolge un importante ruolo coregalatore della risposta di fase acuta,
fattore di stimolazione linfocitaria e mediatordladransizione tra risposta immunitaria
innata e acquisita (Kishimotet al., 1995; Jones and Rose-John, 2002; Kaplaeshi,
2003). La risposta classica all'lL-6 &€ data da amplesso recettoriale costituito da due
subunita legate alla membrana: una catena chiatha®®a e un recettore (gpl30)
espresso in modo ubiquitario (Murakaetial, 1993). La risposta all’'lL-6, normalmente,
prende origine dall’interazione di questa moleowdh recettore gpl130 (Heinricét al,
2003; Ernst and Jenkins, 2004). Questo avvienesickE®mente tramite il legame
dell'interleuchina con il suo recettore legato atteembrana IL-6R; esiste tuttavia
42



un’analoga forma solubile di quest'ultimo (sIL-@Rche permette all’lL-6 di usufruire di
un meccanismo alternativo di attivazione del gpl8@iamato trans-signaling
Quest'ultimo risulta dalla formazione di un comglessIL-6R/IL-6 che € in grado di
legare direttamente il gpl30 (Jones and Rose-J2002). Questo tipo di interazione
permette di attivare cellule che non sarebberaauag di rispondere direttamente all’'IL-
6, visto che il gp130 e espresso in maniera ukagai{Jones and Rose-John, 2002).

Il meccanismo ddrrans-signalinge il responsabile della clearence neutrofilicdanséde
inflammata e della sostituzione di questa companeatiulare con quella mononucleata
(Mc Loughlin et al, 2003; Hurstet al, 2001); questa regolazione del tipo di infiltrato
inflammatorio avviene tramite il controllo dell'apimsi leucocitaria e I'espressione di
chemochine inflammatorie e molecole di adesionettoTquesto &€ fondamentale nel
passaggio tra risposta immunitaria innata e adgumglla sede inflammata e quindi nella
risoluzione del processo flogistico stesso (Mc Lduget al, 2003; Romanet al, 1997;
Hurstet al, 2001; Moduret al, 1997; Marinet al, 2001; Atreyeet al, 2000; Cheret al,
2004).

L'IL-6 & coinvolta nei meccanismi di differenzian® cellulare monocito-macrofagica
(Jenkinset al, 2004; Chomaratt al, 2000; Bleieret al, 2004), nella polarizzazione dei
linfociti T (Ohshimaet al, 1998; Romaniet al, 1996; Diehlet al, 2000), nella
proliferazione cellulare mediata dall'lL-2 (La Flame and Pearce, 1999; Baragtal,
1988), nell'adesione dell’'L-selectina (Chenal, 2004), nell’attivazione dei linfociti B e
della produzione anticorpale (La Flamme and Pedt®89) e infine nel preservare i
linfociti T dal meccanismo apoptotico (Atreyat al, 2000; Teagueet al, 2000;
Narimatsuet al, 2001; Takedat al, 1998; Curnowet al, 2004). Quest’'ultimo sembra
essere un meccanismo di fondamentale importaniaprelgressione dell'inflammazione

cronica.

2.3.6 TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA (TNF-a)

I TNF-o (tumor necrosis factotd € una citochina di fase acuta che intervienena u

grande varieta di attivita biologiche che includdiapoptosi, la proliferazione cellulare,

limmunomodulazione, linflammazione, la replicam® virale, l'allergia, l'artrite, lo

shock settico, la resistenza insulinica, le patelogutoimmuni e altre condizioni
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patologiche (Aggarwal, 2000; Dziegielewskiaal, 2000). Con particolare riferimento al
processo inflammatorio, il TNE; similmente all'lL-1, induce I'espressione di mobée

di adesione a livello endoteliale; queste moleanteragiscono quindi coi leucociti nel
torrente circolatorio e innescano il processo djrazione (Burger and Dayer, 2002).
Prodotto primariamente da cellule del sistema imiatio, il TNF-o interagisce con due
tipi di recettori, ovvero il TNFe receptor 1 (TNFR1 o p55) e il TNk-receptor 2
(TNFR2 0 p75) (Abeet al, 1994). Il TNF-R1 & espresso costitutivamenteaneibggior
parte dei tessuti, mentre I'espressione di TNF-Rihémente regolata e limitata alle
cellule del sistema immunitario (Wajagttal, 2003).

Il TNF-a viene prodotto primariamente da macrofagi, ma andha cellule linfoidi,
mastociti, cellule endoteliali, fibroblasti e tegswnervoso; insieme ad altre citochine
assume un ruolo centrale nello shock settico eeviglasciato in grande quantita in
risposta ai lipopolisaccaridi o altri prodotti drigine batterica (Wajanet al, 2003;
Mannel and Echtenacher, 2000). Alcuni studi hanimoodtrato che l'insieme delle
risposte inflammatorie dell'ospite, tipiche delldtossiemia mortale o batteriemia da
gram-negativi, pud essere riprodotto in animalii smministrando TNFe (Traceyet
al., 1988; Traceyet al, 1987; Beutleret al, 1986). Tuttavia Echtenachter e colleghi
(1990) dimostrarono che il blocco nella secrezidn@NF-o. endogeno rende letale un
guadro di peritonite di per sé non mortale, mealire studi conclusero che il blocco della
secrezione della molecola non ha nessun impattesitd della peritonite (Eskandaet
al., 1992; Remiclet al, 1995; Bagbyet al, 1991). Quindi, in talune condizioni, il rilascio
di TNF-o« endogeno potrebbe risultare essenziale, mententativi di diminuire le
concentrazioni della molecola darebbero esito stale.

Il TNF-a induce direttamente I'espressione e il rilascidatiori umorali, inclusi IL-10
(Platzeret al, 1995; Wanidworanun and Strober, 1993), corticogde (van der Pollet
al., 1991) e prostanoidi (Dayet al, 1985), che agiscono con un meccanismo a feedback
negativo che sopprime la produzione e la processazdel TNFa. Questi eventi
permettono di garantire un’iniziale risposta innatpro-inflammatoria data dal TNEe

al tempo stesso di limitare in seguito la durakaneensita del processo flogistico. Inoltre
il TNF-o € coinvolto nel meccanismo apoptotico in varie gdapioni cellulari: questo
sembra spiegare la distruzione programmata di pdeka componente cellulare

immunitaria durante il processo inflammatorio (Ayat al, 1996), come la rimozione di
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linfociti T durante i processi settici (Warg al, 1994) o di neutrofili dai siti infammati
(Liles and Klebanoff, 1995).

Il TNF-a. pud perd anche indurre lattivazione di citochipeo-infiammatorie che
antagonizzano il meccanismo apoptotico, come [I'IL{1L-6 e il granulocyte-
macrophage colony stimulating factoecenti studi hanno infatti dimostrato che il TMF
non solo stimola la morte programmata cellulare, ailld stesso tempo induce
meccanismi che proteggono la cellula stessa dalt®vapoptotico (Beg and Baltimore,
1996).

2.3.7 INTERFERONE ALFA (IFN- a)

Il gruppo degli interferoni (IFN) viene classicanendiviso in due famiglie: gli
interferoni di tipo | (che comprendono IFWN-4FN-B, IFN-®, IFN-t, IFN-3, IFN-k e IFN-

€) e l'interferone di tipo Il (che comprende il sdkEN-y ) (Platanias, 2005).

L'IFN-a, la cui secrezione € innescata primariamente ddllaolazione di recettori
citoplasmatici da parte di prodotti di origine V&aé stato inizialmente studiato per le sue
spiccate attivita antivirali; tuttavia risulta ornevidente che esso € in grado di intervenire
sull’attivita del sistema immunitario e in partiaot di determinare il passaggio tra
immunita innata e acquisita (Biron, 2001).

L’attivita dell'lFN-o € dovuta al suo legame con patrticolari recettéiNAR) che a loro
volta interagiscono con due molecole denomirgitesine kinase ATYK2) e Janus-
activated kinase 1(JAK1), responsabili dell'attivazione delle cosittde signal
transducers and activators of transcripti¢g8TAT): le successive interazioni di questo
gruppo di molecole esitano nella formazione di mmplesso ISGF3IEN-stimulated
genes factor Bresponsabile dell’attivazione dei meccanismirdstrizione (Taniguchet

al., 2001; Platanias, 2005). In questo modo L’lklgdotenzia I'attivita dell’'IL-6 e induce
la sintesi di chemochine (in particolare CXCL10gcettori per le chemochine,
transforming growth factof, antagonisti recettoriali dell'IL-1 e recettori rpg TNF
(Theofilopouloset al, 2005). Gli interferoni di tipo | inducono la citssicita delle
cellule natural killer, lo sviluppo e la maturazeomacrofagica e la produzione di iINOS
(Taniguchiet al, 2001).
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E stato inoltre suggerito il fondamentale ruolo gffieinterferoni di classe | potrebbero
avere nel determinare il passaggio tra immunitatza®e acquisita: alcune citochine (come
IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15) sono interessate nellaopferazione dei linfociti T, in modo da
ricostituire il pool destinato alla memoria immumi, oltre che nell'inibizione
dell'apoptosi di queste stesse cellule (Vedla al, 1998). Gli interferoni di tipo |
sembrano coinvolti nella proliferazione dei linfioccil CD8" memoria indirettamente,
tramite la secrezione indotta di IL-15 (Toughal, 1999; Tough and Sprent, 1994). In
alcuni studi e risultato pero evidente che la magparte di queste cellule si trovano in
uno stato di quiescenza e non di ciclicita (Toegfal, 1999; Tough and Sprent, 1994).
Un modo con cui pud essere prevenuta l'apoptosilidiaciti CD4™ e CD8, senza
innescare un fenomeno di proliferazione cellul@&ejuello di metterli in coltura con
fibroblasti, cellule stromali o i prodotti derivaikalle loro secrezioni (Akbar and Salmon,
1997). In questo meccanismo sembrano appunto daipvionariamente I'IFNB (Pilling

et al, 1999), ma anche I'lFN-che previene I'apoptosi direttamente e senzavéad la
ciclicita cellulare (Marraclet al, 1999; Pillinget al, 1999). A causa di questa attivita, si
suppone che la produzione esuberante di questehit possa indurre un’eccessiva
sopravvivenza dei linfociti T e quindi innescarepibcesso dell'inflammazione cronica
(Akbar et al, 2000).
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3 MATERIALI E METODI

3.1 RACCOLTA DEI CAMPIONI

Il lavoro si é focalizzato sullo studio della vaiane delle AOPP, come indicatori di

stress ossidativo nei vari stadi produttivi delteribe da latte, in modo da evidenziare se

laumento della richiesta energetica possa altefaguilibrio tra metaboliti reattivi

dell'ossigeno (ROMS) e capacita antiossidante aefjge. A questo scopo si sono raccolti

campioni di sangue da animali sani suddivisi asdaalello stato fisiologico in 6 gruppi:
1. animali in fase di asciutta con parto previsto dopoperiodo tra 3 e 1 settimana

successiva al prelievo (n= 8)

animali in fase di lattazione nella prima settimaioat-parto (n=5)

animali in fase di lattazione nelle 4-6 settimanstgparto (n=7)

animali in fase di lattazione nelle 16-20 settimpost-parto (n= 8)

animali in fase di tarda lattazione a piu di 24is&tne post-parto (n=6)

o g bk~ w N

manze con eta compresa tra 13 e 15 mesi (n= 6)

Allo stesso tempo, per valutare una possibile taziene tra processi infammatori acuti
e cronici piu frequenti nelle bovine da latte eeliv plasmatici di AOPP, Il
campionamento si é effettuato anche su animalttafiea patologie infiammatorie (in
particolar modo patologie inflammatorie uterine tgosrto, mastiti e patologie podali) in
fase acuta (n=11) e cronica (n=12).

| prelievi sono stati effettuati nei periodi di reabre 2008, marzo-aprile-maggio 2009,
giugno-luglio 2010 da allevamenti eterogenei diibewda latte: 11 allevamenti si trovano
nella provincia di Treviso, uno in provincia di ¥igtza e uno in provincia di Padova. In
particolar modo sono stati presi in consideraziocmedizioni generali, pulizia, numero di
capi e dimensioni d’allevamento, tipo di postateraione del proprietario nei confronti
delle problematiche piu comuni dell’allevamentoladiovina da latte. | capi sani sono
stati selezionati da allevamenti che dimostravanonk caratteristiche per i parametri
sopracitati. | capi malati sono stati invece induati sulla base della richiesta di
intervento veterinario da parte dell’allevatore eqyito di anamnesi, visita clinica ed
eventuali tecniche diagnostiche aggiuntive (corgdedcellule somatiche nel latte da

tabulati APA,California mastitis tegt
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Ad ogni bovina e stato effettuato un prelievo digae dalla vena giugulare in vacutainer
contenenti EDTA e in vacutainer per la raccolta slefo. Questi sono stati conservati
fino alla centrifugazione in una borsa termicaigefrata in cui veniva impedito il contatto

diretto del vacutainer con la fonte di freddo. Uhiecola aliquota di sangue eparinizzato e
stata utilizzata per I'allestimento di uno striscibsangue per il calcolo della formula

leucocitaria.

Il sangue raccolto é stato centrifugato a 4500 pem15 minuti, ottenendo cosi il plasma
o il siero che é stato successivamente suddivisluénaliquote e conservato a -20°C fino

al momento delle analisi.

3.2 DOSAGGIO DELL'APTOGLOBINA

| sieri sono stati inviati in ghiaccio secco e mesati presso il laboratorio di “Substrati
cellulari e immunologia cellulare” dell'lZS dellaoimbardia e dellEmilia (sede di
Brescia). E stato utilizzato un kit immuno-enziroati(Tridelta Development Ltd.

Ireland), seguendo le istruzioni del produttore.

3.3 TITOLAZIONE DEL LISOZIMA

Il lisozima (-1,4 glicano idrolasi) € un potente enzima antdsatd a diffusione
pressoché ubiquitaria. Esso € in grado di svolgerehe un’azione sinergica con la
risposta immunitaria umorale e i fattori del comnmpémto. La sua determinazione
permette quindi di conoscere lo stato di funzidaadiel sistema monocitario-macrofagico
ed e indice della presenza di stati flogistici.

Il principio su cui si basa la titolazione & datd dontatto del siero con un microrganismo
particolarmente sensibile all’attivita litica détdzima e precedentemente incorporato in
un gel di agar. La presenza del lisozima vieneenddhta, dopo un opportuno periodo di
incubazione, dalla comparsa attorno al pozzetibegbsizione del campione di un alone

di lisi di diametro proporzionale alla concentram®alel lisozima stesso.
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La titolazione del lisozima e stata effettuata siato di sangue prelevato dagli animali
considerati nello studio. Essa richiede i segueatgenti e terreni:
* Acqua distillata.
e« Tampone sodio fosfato monobasico-bibasico 1/15 M, pH 6.3, ottenuto
miscelando 7,9 parti di soluzione monobasica carparti di soluzione bibasica.
* Lisozima (Sigma L-6876) da conservare a -20°C. bluzone di Lisozima
Standard si ottiene diluendo 32 mg di lisozima imlldi tampone sodio fosfato.
Sono distribuiti 15ul della soluzione in microprovette conservate &80
» Agarose type Il Medium EEO (Sigma A-6877) da covnaex a +4°C.
Il sistema di saggio utilizzato éMicrococcus LysodeikticugSigma M-3770) da
conservare a -20°C. La sospensione batterica @ stdenuta diluendo 0,5 g di
Micrococcus Lysodeikticugn 20 ml di tampone sodio-fosfato. Tale sosperesiviene

conservata in congelatore a -20°C in microprovatieolume di 15Qul.

| campioni, precedentemente aliquotati in microptter e conservati a -20°C, sono stati
quindi scongelati prima dell'analisi.
Successivamente sono state preparate le piastigliendo 1 g di Agarose in 100 ml di
tampone sodio fosfato; dopo aver portato ad ehotiez in bagnomaria per 15’ fino ad
ottenere una soluzione omogenea (mantenuta allperatura di 60°C e in costante
agitazione su un agitatore magnetico preriscaldatoho stati aggiunti 2@0 della
sospensione d’uso dilicrococcus Lysodeikticus
Su ogni piastra Petri sono stati distribuiti, corapipetta in vetro graduata, 20 ml della
sospensione ottenuta, che é stata quindi lascdidificare. Infine, mediante ago in
acciaio collegato alla pompa a vuoto, sono stattigati 25 fori equidistanti tra loro in
ogni piastra; in questo modo sono stati creatipieizetti, contrassegnati con il numero
identificativo del campione sul retro della piag2gpozzetti per campione).
La preparazione del lisozima standard & stata utdedlistribuendo in provette di vetro le
seguenti quantita di tampone fosfato: 5 ml nellavptta denominata A, 1 ml in ognuna
delle altre 7 provette denominate con lettere dalidla H.
Quindi sono stati aggiunti:

» alla provetta A: 10ul della soluzione standard di lisozima per ottenkre

soluzione standard di g4/ml.
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» alla provetta B: 1 ml della soluzione contenutdanekovetta A per ottenere la
soluzione standard di 3@&/ml.

» alla provetta C: 1 ml della soluzione contenutdanplovetta B per ottenere la
soluzione standard di 1&/ml.

» alla provetta D: 1 ml della soluzione contenutdangkovetta C per ottenere la
soluzione standard di&y/ml.

» alla provetta E: 1 ml della soluzione contenutdanplovetta D per ottenere la
soluzione standard dipy/ml.

» alla provetta F: 1 ml della soluzione contenutdanplovetta E per ottenere la
soluzione standard di@y/ml.

» alla provetta G: 1 ml della soluzione contenutdanplovetta F per ottenere la
soluzione standard digg/ml.

» alla provetta H: 1 ml della soluzione contenutdanerovetta G per ottenere la

soluzione standard di Oyg/ml.

Sono stati distribuiti 1Ql/pozzetto di ogni diluizione della soluzione stardldi lisozima
nei pozzetti corrispondenti (3 per ogni grado dliidione). Similmente sono stati deposti
i campioni di siero al volume di 1@/pozzetto, in due pozzetti per campione.

Le piastre sono state incubate a 37°C in camerdaipgr 16 h. La lettura e stata eseguita
misurando il diametro degli aloni (compreso il degn del pozzetto) utilizzando un
calibro. E stato quindi calcolato per ogni campi@n@er ogni diluizione standard di
lisozima il valore medio dei diametri di inibizione

La curva dello standard e stata disegnata metten@scissa il valore del logaritmo in
base 10 delle diverse concentrazioni della solegtandard di lisozima, e in ordinata i
diametri medi degli aloni di inibizione in mm. Iktiltati sono stati ottenuti direttamente
da questa curva di calibrazione introducendo i wateedi degli aloni di inibizione dei

campioni in esame.
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3.4 SAGGIO BRADFORD

| campioni, precedentemente diluiti, sono staticgmisti a saggio Bradford mediante
protocollo indicato nel datasheet del reagenteizméito (Bradford Reagent, Sigma-
Aldrich, Saint Loius, MO, USA) per determinarnectancentrazione proteica.

Inizialmente e stata allestita la curva di tarat(f@25-2 mg/ml) del saggio diluendo in
acqua volumi crescenti di siero albumina bovinaABSA 25 ul di standard sono stati
addizionati 75Qul di Bradford ReagentDopo agitazione, gli standard sono stati incubati
a 15-30°C per 45 minuti e quindi sottoposti a lettdell’assorbanza a 595 nm mediante
spettrofotometro (V-630, Jasco Europe, Italia).

Successivamente, sono stati processati i campemefpettuare una lettura in doppio. A
25 ul di ciascun campione opportunamente diluito sotadi saddizionati 750ul di
Bradford Reagenincubato a 15-30°C per 45 minuti. | campioni casicessati sono stati
sottoposti a lettura allo spettrofotometro a 595 nm

Le letture ottenute sono state plottate nella caliviaratura, determinando la diluizione
ottimale da effettuare e la concentrazione protalcaciascun campione al fine di

standardizzare il protocollo.

3.5 DOSAGGIO DELLE AOPP

Le AOPP sono state misurate tramite il metodo sgfetometrico di Witko-Sarsat con
alcune modifiche (Witko-Sarsadt al, 1998; Witko-Sarsaet al, 1996) su lettore di
micropiastre (Packard Instrument, Meriden, CT, USAIilizzando la curva di
calibrazione con chloramina-T (N-cloro-p-toluensukimide sale di sodio, che in
presenza di ioduro di potassio assorbe a 340 nenghloramina-T 10 mM, diluita in PBS
(20 mM, pH 7.4), é stata utilizzata per allestmeclrva di taratura con un intervallo di
diluizione da 0 a 100 umol/litro (Fluka, St. LouMQ). Su una piastra da 96 pozzetti
(Perkin-Elmer Life and Analytical Sciences, SheltGT, USA) sono stati caricati 200 pl
di plasma diluito 5 volte in PBS e 20 ul di acidee@co; 10 pl di potassioduro 1,16 M
(Sigma-Aldrich Co., St, Louis, MO) si aggiungono280 ul di chloramina-T standard.
Dopo agitazione, I'assorbanza della reazione @ $dtia allo spettrofotometro a 340 nm
contro il bianco contenente solo PBS, potagslaro e acido acetico.
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La chloramina-T standard assorbe a 340 nm in modade, con un range da 0-100
pmol/litro e una sensibilita di 3,128V. La concentrazione delle AOPP & espressa come

micromoli per litro di chloramina-T equivalenti.

3.6 DOSAGGIO DEI T-BARS

Le aldeidi prodotte dalla lipoperossidazione lipedsono molecole chimicamente reattive
e in grado di reagire formando legami covalenti lproteine e gli acidi nucleici, percio
contribuiscono ad aumentare il danno radicalico;ldeo misurazione puo essere
considerata un buon indice di lipoperossidazioplita. Il metodo piu frequentemente
utilizzato e il saggio con l'acido tiobarbituricaTBA) (Yoshida et al, 2005). In
condizioni acide e ad elevata temperatura la MDagisce con il TBA in rapporto di 1 a
2. La concentrazione dell'addotto che si forma é&emheinata con una lettura
spettrofotometrica a 532 nm.
La reazione e stata innescata mescolando:

* 0,2 ml di SodidDodecil Solfato (SDS) 8,1%

e 1,5mldiAcido Acetico 20% pH 3.5

* 1,5 ml di Acido Tiobarbiturico 1%

e 0,550 ml d’acqua

* 0,05 ml di Butil idrossitoluene 0,8% in etanolo

* 0,250 ml di plasma di bovino
| campioni cosi ottenuti sono stati brevementeatigitd incubati a 100°C per un’ora. Al
termine dell'incubazione, i campioni sono statifreddati in ghiaccio ed agitati con
'aggiunta di 1 ml d’acqua e 5 ml di alcool n-bigil e piridina, in rapporto 15/1. Infine, i
campioni sono stati centrifugati a 1400 g a 0°C perminuti, fino ad ottenere una
soluzione limpida. Il surnatante e stato prelevatottoposto a lettura dell’assorbanza a
535 nm mediante spettrofotometro (V-630, Jasco fgjritalia).
Il tetrametossipropano € stato utilizzato come daah (0-5 micromoli in 10 ml) per
stimare la formazione di TBARS come nanomoli egleina di MDA per ml di plasma

bovino.
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3.7 DETERMINAZIONE DEL GSH TOTALE

La concentrazione del glutatione totale (GSH) @llov plasmatico € stata determinata
seguendo il metodo descritto da Tietze (1969), @lonne modifiche per adattarlo alle
micropiastre (Bakeet al, 1990).
I GSH presente nel plasma e nello standard é stsd@ato a GS-SG dall’aggiunta di
acido ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). | campionile standard sono stati incubati a
37°C per 10 minuti fintanto che la reazione ha nagg I'equilibrio. A questo punto si é
fatta una prima lettura che é stata utilizzata cdommnco. L’aggiunta dell’enzima
glutatione reduttasi trasforma il GS-SG in 2 GSbl ¢a formazione di NADPche ha
proprieta cromogeniche. La lettura della piastssa¢a protratta per 10 minuti fintanto che
il segnale diveniva costante. Il bianco é stattratd dall’'ultima lettura e la densita ottica
ottenuta é stata utilizzata per calcolare il GStdléoplasmatico, usando la curva standard.
Le soluzioni (Sigma-Aldrich Co., St, Louis, MO) pegate per il saggio enzimatico sono:

» Tampone fosfato con EDTA (F-E): NaPO, 0,1M + EDTA 0,6mM (pH 7.4)

» Standard GSH solution: 325,421

* GSH reduttasi (1,7 U/ml TF-E pH 7.4)

* NADPH 10mM (8,3 mg/ml KO)

* TRIS buffer 0,1M

« DTNB 10mM (3,96 mg/ml in TRIS buffer; pH 7.4 — 8)

» Soluzione di Reazione: 12ml TF-E + 180m| DTNB + 30ONADPH
La curva standard € stata ottenuta diluendo GSHI€eR a partire da 21,69 fino a 0,339
umol/L.
Duecentaul di soluzione di reazione e 30 di soluzione standard o di campione (diluito
1:60) sono stati caricati su piastre a 96 pozZB microtiter plate con 96 pozzetti a
fondo piatto; Perkin-Elmer Life and Analytical Seees, Shelton, CT, USA) in duplicato.
Dopo 10 minuti di incubazione il valore di assorb@ané stato misurato
spettrofotometricamente a 410 nm. Venticingikedi soluzione con I'enzima reduttasi
sono stati aggiunti ad ogni pozzetto. La letturatata raccolta ogni minuto per dieci
minuti consecutivi. La concentrazione di GSH é astaialcolata come descritto
precedentemente.
Il valore ottenuto e stato poi moltiplicato perféttore di diluizione (= 0,033M,

considerato che sono stati usatiy3@i plasma per pozzetto).
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3.8 ANALISI RADIOIMMUNOLOGICA (RIA)

Il dosaggio del DHEA e del cortisolo plasmatico tats effettuato mediante analisi
radioimmunologica Radioimmunoassay RIA), un sistema analitico ad elevata
specificita e sensibilita. La specificita € ragdaiimediante I'utilizzo di un reattivo,
I'anticorpo specifico, capace di riconoscere e legelettivamente la sostanza da dosare.
La sensibilita &€ garantita dall’'affinita dell’antigpo per I'antigene.

Il principio generale, su cui si basa il dosaggaglioimmunologico, corrisponde alla
competizione tra un antigene libero marcato cotractiante radioattivo e I'analita che si
vuole quantificare per un anticorpo specifico comuha competizione fra antigene
marcato e analita si determina perché I'anticorgwesente in difetto: cio significa che
maggiore € la concentrazione dell’analita presaniapre sara la quantita del tracciante

radioattivo che si lega all’anticorpo.

3.8.1 RIA SU MICROPIASTRA

Il RIA su micropiastra € una variante solida daldizionale RIA e prevede I'utilizzo di
micropiastre in poliestere da 96 pozzetti (Packapdiplat 96 well PerkinElmer Life and
Analytical Sciences, Shelton, CT, USA). Inizialmenin anticorpo antglobuline di
coniglio prodotto nella capra e stato utilizzatoneoanticorpo secondario, diluito 1:1000
con tampone sodio acetato 0,15mM pH 9.0. L'antiséestato distribuito nei 96 pozzetti
della micropiastra (20@l/pozzetto). Dopo un’incubazione a 4°C overnighplastra e
stata svuotata e sono stati aggiunti, ad ogni ptzzZ200ul di tampone RIA (NgHPO;-
12H,0 61mM, NaHPO;-H,0 40 mM, NaCl 154 mM, pH 7.2) contenente albumina
bovina serica (BSA) allo 0,1%. In seguito ad urédtire incubazione di 1 ora a 4°C, la
piastra e stata huovamente svuotata e conserv&@°€ (non piu di 4 settimane) fino al
momento dell’'utilizzo.

Ogni piastra e stata quindi caricata con g0@ell'anticorpo specifico opportunamente
diluito.
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Le caratteristiche di specificita dell’anticorpmsariportate nella tabella 3.1.

anticorpo Specificita
Anti deidroepiandrosterone-17-CMO deidroepiandrosterone 100%
(centro medico diagnostico Emilia s.r.15-androsten {3, 173-diol 9,2%
Bologna, Italy) epiandrosterone 2,8%
5a-androstan-&,17p-diol 0,6%
diluizione 1:32.000 testosterone 0,1%
androstenedione 0,1%
deidroepiandrosterone solfato 0,04%
cortisolo < 0,001%
Anti cortisol-3-CMO cortisolo 100%
(centro medico diagnostico Emilia s.r.IRPrednisolone 44,3%
Bologna, Italy) 11-deoxycortisol 13,99
Cortisone 4,9%
diluizione 1:20.000 Corticosterone 3,5%
Prednisone 2,7%
17-hydroxyprogesterone 1%
11-deoxycorticosterone 0,3%
Progesterone <0,01%%
17-hydroxypregnenolone <0,01%
deidroepiandrosterone solfato <0,01%
Androsterone solfato <0,01%
Pregnenolone <0,01%

Tabella 3.1 Specificita degli anticorpi anti DHEA ecortisolo.

In ogni pozzetto, tranne che in quelli destindi a@eterminazione di alcuni parametri di
controllo (quali Attivita Totale (AT) e Non SpeafBound (NSB)), sono stati dispensati
200ul di antisiero e la piastra € stata lasciata inoellaad°C overnight.

3.8.2 ALLESTIMENTO DELLA CURVA DI TARATURA E DEI CO NTROLLI

La curva di taratura si ottiene dosando quantitde ndi ormone non marcato a
concentrazioni crescenti. | punti della curva setai preparati partendo da una soluzione
standard di steroide diluito in etanolo alla corrione di 100 ng/ml, ulteriormente

diluita in modo seriale con tampone RIA come inthda Tab. 3.2.
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Ormone Range di concentrazione
DHEA 200-1,5 pg/50 ul
CORTISOLO 200-3 pg/50 pl

Tabella 3.2 Range di concentrazione delle curve thratura.

Per stimare l'affidabilita e I'accuratezza del dygia, in ciascuna piastra sono stati
allestiti alcuni pozzetti di controllo. In questzzetti sono stati valutati parametri quali:
I'Attivita Totale (AT), il legame non specifico cofanticorpo (NSB), il controllo del
coating (C0) ed il dosaggio di una quantita notardilita (Ctrl).

- AT: e stato caricato solamente il tracciante gattivo e non sono stati effettuati
risciacqui per stimarne la radioattivita totale.

- NBS: non € stato caricato I'anticorpo specifio@ solo il tampone RIA ed il tracciante
radioattivo per stimare la componente di legamee@spo.

- CO: sono stati caricati I'anticorpo primariosgécondario, il tampone RIA ed il tracciante
radioattivo. Essendo l'unico antigene presenteitiggne marcato occupera tutti i siti di
legame dell’anticorpo esprimendo la radioattivitassima misurabile dal sistema.

- Ctrl: sono stati caricati I'anticorpo primariol, $secondario, il tampone RIA ed Il
tracciante. E’ presente un estratto di plasma lwoeon concentrazione nota dell’analita
per verificare I'affidabilita dell’elaborazione.

Dopo I'incubazione con I'anticorpo specifico, ciaagozzetto della piastra (tranne AT e
NSB) e stato lavato con 20d di tampone RIA. Successivamente la piastra éastat
svuotata, asciugata e quindi caricata (come ddlaa®®&) in doppio con 20 ul di plasma

diluito con tampone RIA, in modo da raggiungere wolume complessivo di 200

pl/pozzetto.
Campioni| Campioni
AT NSB Co | Curva DHEA o
Buffer RIA - 200ul | 200l | 150pl | 180l 190l
Standard - - - 50 pl - -
Campione - - - - 20l 10l
Tracciante*| 10ul | 10ul | 20ul | 10l 10ul 10ul

Tabella 3.3 Schema di carico piastra. L'asteriscantica la radioattivita del tracciante.
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In tutti i pozzetti sono stati infine aggiunti 10 di tracciante radioattivo ([1,2,6,7-
®H]deidroepiandrosterone o [1,2,6H}cortisolo (PerkinElmer Life and Analytical
Sciences, Shelton, CT, USA)), diluito precedentdmeron etanolo assolutcstéck
solution) e ulteriormente diluito con tampone RlAdrking solution per ottenere una
soluzione da 5000 cpm/10 pl.

La piastra e stata fatta agitare su agitatore ontzte a bassa velocita per 3 minuti,
coperta con pellicola e lasciata incubare overnaldt°’C al fine di indurre la reazione
immunologica.

A seguito dell'incubazione, la piastra e stata tay&ranne i pozzetti di controllo (AT e
NSB), per 4 volte con tampone RIA (2Q0pozzetto) per separare I'antigene marcato
libero dall’antigene marcato legato all’anticorpo.

Infine ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 2d0di liquido scintillante (Microscint,
PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Shelt@1,, USA) per il conteggio della
frazione di radioattivita legata. La piastra e ataigillata con pellicola termosaldabile
(TOPSEAL S, PerkinElmer Life and Analytical Sciesac8helton, CT, USA) e messa ad
agitare per 3 minuti a bassa velocita.

La frazione di radioattivita legata e stata deteata mediante lettura flcounter (Top-
Count, PerkinElmer Life and Analytical Sciencesgl&im, CT, USA) che, con apposito
programma (Riasmart, PerkinElmer Life and AnalytiS8aiences, Shelton, CT, USA),
elabora una curva di taratura e fornisce direttaend® concentrazioni ormonali dei

campioni (pg/pozzetto).

3.9 DOSAGGIO DELLINTERLEUCHINA 6

| sieri sono stati inviati in ghiaccio secco e mesati presso il laboratorio di “Substrati
cellulari e immunologia cellulare” dell'lZS dellaoimbardia e dellEmilia (sede di
Brescia). E stato utilizzato un saggio biologicdiliferazione di cellule 7TD1 (Grenett
et al, 1991).

57



3.10 DOSAGGIO DEL TNF-e

| sieri sono stati inviati in ghiaccio secco e @esati presso il laboratorio di “Substrati
cellulari e immunologia cellulare” dell'lZS dellaoimbardia e dellEmilia (sede di
Brescia). E stato utilizzato un saggio biologicaitibtossicita su cellule WEHI164 (Asai
et al, 1993).

3.11 DOSAGGIO DELL' IEN-a

| sieri sono stati inviati in ghiaccio secco e @esati presso il laboratorio di “Substrati
cellulari e immunologia cellulare” dell'lZS dellaoimbardia e dellEmilia (sede di

Brescia). E stato utilizzato un saggio biologicacsiiule di rene bovino in linea continua
(Meager, 1987).

3.12 COLORAZIONE CON DIFF QUICK PER LA VALUTAZIONE DELLO
STRISICIO EMATICO

Il campione di sangue € stato strisciato su uningtrlasciato asciugare all'aria a
temperatura ambiente e colorato mediante Diff-Quioktodo di colorazione rapido e
poco costoso per ematologia, citologia e battegialo

Le soluzioni utilizzate sono:

Soluzione fissativa

1. Fastgreen 2.5 uM
2. Metanolo 1L

Soluzione di colorazione acida (Soluzione 1)
1. Eosina G 1,76 mM
2. Tampone fosfato 0,1 MpH6.6 1L

Preparare la soluzione e filtrare con carta deofilt
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Soluzione di colorazione basica (Soluzione II)
1. Azzurro Il (Blu di metilene) 2,94 mM

2. Tampone fosfato 0,1 MpH 6.6 1L
Preparare la soluzione e filtrare con carta deofilt

La procedura prevede che i vetrini siano dapprim@aersi per 10 volte in una soluzione
di fissaggio (Fast green-metanolo (Fluka, Sainti$,oMO, USA)) e quindi asciugati
all'aria. Essi vengono successivamente immersi p@rvolte in una soluzione di
colorazione acida di Eosina G (Carlo Erba Spa, mijdtalia) in tampone fosfato 0,1 M
pH 6.6, sciacquati delicatamente con acqua distjllenmersi 10 volte in una seconda
soluzione di colorazione basica Azzurro Il (Sigmiaseh, Saint Loius, MO, USA) in
tampone fosfato 0,1 M pH 6.6 e nuovamente sciacquat acqua distillata. Dopo
asciugatura all’aria, i preparati vengono chiaaficn xilolo e coperti con un vetrino
coprioggetto montato con un montante non acquosatsdino) per conservarli piu a
lungo.

| vetrini cosi ottenuti sono stati osservati al mgcopio ottico (OLYMPUS, Vanox

photomicroscope, Japan) in luce diretta ad un imdjraento 40x (Fig. 3.1).
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Figura 3.1 Striscio di sangue bovino con le variegpolazioni cellulari (colorazione eosina-azzurro ).
Ingrandimento 40x. L: Linfocita; E: Granulocita eosinofilo; N: Granulocita neutrofilo; M: Monocita;
B: Granulocita basofilo.

I neutrofili (N) presentano un nucleo allungatoadilpbato con segmentazione variabile a
seconda del grado di maturazione e una coloraziaria scuro. Il citoplasma risulta
invece leggermente roseo. Nei ruminanti corrispodalla seconda specie piu numerosa
della linea bianca presente.
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Gli eosinofili (E) presentano un nucleo polilobatsono in numero inferiore ai neutrofili;

essi risultano facilmente identificabili per la geaza di numerosi e piccoli granuli
acidofili rosa-arancio.

| basofili (B), rari nel sangue, presentano dengtarosso-porpora che riempiono tutto il
citoplasma.

| linfociti (L) si distinguono per il loro nucleootondo di cromatina addensata con
citoplasma moderatamente basofilo (leggermenteragzisono la forma predominante
espressa nei ruminanti.

| monociti (M) si presentano piu grandi dei linfdbccon nucleo di aspetto variabile

(ovale, reniforme, spesso ameboide) con cromagitieotare. Il citoplasma é abbondante,

azzurro vacuolizzato e con leggere granulaziorateos

3.13 SAGGIO IMMUNO ENZIMATICO DEL TITOLO ANTICORPAL _E (EIA)

3.13.1 PREPARAZIONE DELLA AOPP-BSA

L'ossidazione della BSA é stata eseguita secondwatocollo di Witko-Sarsaét al.
(1996) e Yaret al.(1996), utilizzando soluzioni scalari di acido ipmoso.
Centocinquanta mg di BSA (Sigma-Aldrich Co., Stuisp MO) sono stati sciolti in 9 ml
di PBS ed aliquotati in eppendorf ad una diluizidn&5 mg/0,9 ml.

Le soluzioni sono state quindi ottenute aggiungeadiagni aliquota di BSA 100l di
soluzione acida, secondo lo schema riportato diise@rab.3.4):

ml di soluzione da mM della

pl HOCI (518 mM) aggiungere al BSA ox soluzione
campione finale
200ul PBS 0,1 15 mg/0,9 ml 0
46ul (HOCI)+ 154ul PBS 0,1 15 mg/0,9 ml 12
92ul (HOCI)+ 108ul PBS 0,1 15 mg/0,9 ml 24
186ul (HOCI)+ 14ul PBS 0,1 15 mg/0,9 ml 48

Tabella 3.4 Schema di preparazione della BSA ossida

Ogni soluzione di BSA 15 mg/ml in PBS 10 mM é stataubata per 30 minuti a
temperatura ambiente con diluizioni scalari di HQ@GI12, 24 e 48 mM). Il campione e
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stato poi sottoposto al calcolo della concentraziproteica, al dosaggio delle AOPP ed
ad una corsa elettroforetica per valutare I'intdgdella proteina. Il campione e stato poi

conservato a - 20°C.

3.13.2 DETERMINAZIONE DEGLI AUTOANTICORPI

La presenza di anticorpi contro AOPP-BSA nel sidrcanimali affetti da patologie
inflammatorie & stata determinata tramite un teédSE (Horiuchi et al, 1991; Shantet
al., 1999; Palaciet al, 2006).

Le piastre in polistirene da 96 pozzetti (PerkimEt Life and Analytical Sciences,
Shelton, CT, USA) sono state incubate conulpdzzetto di AOPP-BSA (3@ig/ml) in
sodio acetato pH 9.2 a 4°C per 18 ore. Successiane piastra e stata lavata con PBS
ed incubata con 20@ di soluzione di blocco PBS all’1% di gelatinag8ia-Aldrich Co.,
St, Louis, MO) per un’ora.

Dopo tre lavaggi con PBS la piastra é stata atigestin 1Qul di siero bovino diluito 1/10,
portata ad un volume finale di 100l/pozzetto ed incubata a 4°C per 18 ore.
Successivamente € stata lavata 3 volte conuZp0zzetto di tampone fosfato ed incubata
un’ora a 37°C con 10Ql/pozzetto di anticorpo secondario coniugato akgopsidasi
(Goat-anti-IgG bovine —HRP, KPL, Gaithersburg, MI5A) diluito 1:10.000.

Per eliminare I'eccesso di anticorpo la piastréaéadavata 3 volte con 2QV/pozzetto di
PBS ed incubata con 1Q0 di soluzione di reazione TMB (SureBlue Reverse BFM
Microwell Peroxidase Substrate, KPL, GaithersbuigD, USA). La reazione
colorimetrica € stata bloccata con 100 ml di HCI LK piastra &€ quindi stata letta a 450

nm al lettore di micro piastre (Packard Instruméfgriden, CT, USA) entro 1 ora.
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3.14 ELABORAZIONE DEI RISULTATI

3.14.1 CLASSIFICAZIONE DEGLI ANIMALI

Gli animali sono stati raggruppati secondo due diveriteri di classificazione: il primo
di questi si & basato sulla valutazione clinicasigjgetti. Gli animali sono stati suddivisi
in tre gruppi in questo modo:

1. Animali sani: se non si evidenziavano segni di |o@fi@ in atto né erano riportati
in anamnesi dall’allevatore episodi o sintomi cloéepsero far supporre patologie
recenti. Questi animali sono stati a loro volta dudi in sottopopolazioni
secondo lo schema definito nel paragrafo 3.1.

2. Animali affetti da inflammazione cronica: se preseal momento del prelievo
manifestazioni di segni clinici di mastite, infiaramoni uterine post-parto o
patologie podali presenti da piu di tre giorni.

3. Animali affetti da infiammazione acuta: se presestimomento del prelievo
manifestazioni di segni clinici di mastite, infiaramoni uterine post-parto o

patologie podali presenti da meno di tre giorni.

Il secondo criterio si € basato sulle concentrazematiche dell’aptoglobina, valutata
come indicatore di processo inflammatorio acutom€dale, in questo caso, non € stato
possibile creare tre gruppi di animali bensi due:
1. Animali di controllo: se le concentrazioni di apkolgina risultavano inferiori a 0,4
mg/ml.
2. Animali in fase acuta: se le concentrazioni di gfubina risultavano superiori a
0,4 mg/ml.
Il limite & stato stabilito sulla base di due stadndotti su bovini con forme di metrite e
polmonite (Huzzewt al, 2009; Skinneet al, 1991).
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3.14.2 ANALISI STATISTICA

Il grado di associazione tra i due criteri di cifisazione € stato studiato mediante la
procedura delle tabelle di contingenza (SPSS Eil@® stato espresso dal coefficiente di
contingenza. Questo valore oscilla tra 0 e 1, dOvendica la totale assenza di
associazione tra le variabili considerate, mentkor prossimi ad 1 indicano elevati

livelli di associazione tra le variabili stesse.

Le differenze tra le concentrazioni dei parametragci osservate nelle fasi fisiologiche,
e le differenze osservate tra le manze e le boathdte sono state valutate mediante il
test di Kruskal-Wallis (SPSS 15.0). Il test di KkekWallis & stato utilizzato anche per
valutare le differenze delle concentrazioni deiapagtri ematici osservate tra gli animali
clinicamente sani, gli animali con processo infiamonio cronico e gli animali con
processo inflammatorio acuto. Le differenze detb@aentrazioni dei parametri ematici
tra gli animali di controllo e i soggetti con valodi aptoglobina indicativi di
inflammazione acuta sono state studiate mediastaidann-Whitney.
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4 RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1 CORRELAZIONE TRA | VARI PARAMETRI

Prima di analizzare nel dettaglio i risultati otténsono state studiate le correlazioni tra i
parametri (Tab. 4.1). Questa indagine é stata dtamd@do scopo di individuare quali
fossero gli indicatori che meritavano maggiore retiene e, in particolar modo, quali
avessero una relazione significativa con le AOP®.chrrelazione piu interessante e
guella tra AOPP e aptoglobina (r=0,430; P<0,001ljsto/ l'utilizzo di quest’ultimo
parametro come indicatore di processo di fase acuiesto dato ci suggerisce che le
proteine ossidate sono dei validi indicatori deidemeno inflammatorio acuto, poiché

esiste una correlazione positiva tra i due parametr

PTIPl GSH AOPPACPPIPT MDAMDAPT DHEA CDHEAIC AbSI LSO L6 APTO  LINF NEUT EOS BAS  MON
GSH R 0192
P 0,131
AOPP R 0,144[ 0307
P 0261] 0,014
AOPPIPTR [-0,361[0215 0,862|
P | 0004 0,001 0,000
MDA R 0031 0218 0185 0,188
P 0817 0097 0161 0,154
MDAPT R 0225 0246 0113 0223 0,966
P 0085 0080 0393  0,000] 0,000
DHEA R 0,189[0255 0155 0045 0,006 -0,049
P 0185] 0,043| 0227 0727 0955 0713
C R 01300268 0104 0170 0136 0,104] 0294
P 0209) 0034 0418 0182 0203 0434 0019
DHEAC R 0105[0279] 0082 0025 0086 0091 0831 0597
P 0413 0027] 0525 0838 0622 0493 0000] 0,000

AbSI R 0051 0175 -0,084 -0,061|-O,431| 0416 0.220] 0,298 0,234|
P 0690 04170 0515 0635 0,001] 0001 0084 0018] 0,024
LSO R 0121 0027 -0030 -0081 0024 0002 -0068 0033 -0049 -0222
P 0373 0841 0828 0555 0866 0989 0618 0810 0720 0,099
L6 R 0071 0018 04147 0078 0082 0095 0071 0059 0000 0055 0,062
P 0592 0893 0262 0555 0651 0487 0591 0857 0998 0678 0655
APTO R 0,114 0,265 o,430| 0,377| 0012 0048 0018 0194 ,o,om 0160 0,109
P 0381 0039] 0001 0003 0928 0722 0889 0733 0937 0032] 0249 0407
UNF R -0123[ 0250[ -0013 0022 0209 0194 0069 0079 -0076 0097 -0,120 0,186| 0,312
P 0335 0048 0921 0866 0112 0,140 0591 0536 0554 0447 0376 0,156 0014
NEUT R 0092 -0191 0025 -0003 0114 07121 07141 0140 0164 -0073 0109 -0126 0209 -0,914
P 0474 0135 0848 0981 0389 0363 0272 0274 0193 0569 0425 0336 0,106 0,000
EOS R 0094 0155 0003 -0040 -0023 -0002 -0169 0,187 -0,193 -0016 -0034 0080 -0119  07104] 0,268
P 0463 0225 0984 0757 0866 0986 0185 0142 0129 0899 0805 0542 0361 0419 0,034
BAS R 0009 0052 -0127 -0134 -0,119 0100 -0160[ 0393 -0263] 0062 0080 0063 0113 0132 0006 0116
P 0943 0688 0320 0296 0368 0451 0211 0001] 0037] 0632 0556 0631 0386 0304 0961 0,367
MON R 0038 0076 0005 0000 0225 0182 0065 0026 0073 0047 0025 0209[ 0376] 0296] 0052 0123 00863
P 0770 0555 0967 0998 0087 0,169 0615 0839 0568 0714 0853 0108 0003] 0018] 0686 0338 0622
NL R 0161 0235 0091 0025 0116 0125 0088 0012 0050 0143 0086 0004 0280 0914 0,936‘ 0191 0067 0,064
P 0208 0064 0478 0846 0381 0345 0594 0926 0694 0263 0529 0476] 0029 0000] 0000] 0135 0603 0617

Tabella 4.1 Indice di correlazione dei vari parametri ematici confrontati tra loro. Nelle celle colorate si mettono in
risalto i valori con P<0,05. In rosso evidenziata la correlazione tra AOPP e aptoglobina. R: indice di correlazione; P:
significativita statistica; PT/PI: proteine totali; AOPP/PT: AOPP/proteine totali; MDA: malondialdeide; MDA/PT:
malondialdeide/proteine totali; C: cortisolo; DHEA/C: DHEA/cortisolo; Ab SI: anticorpi sierici anti AOPP-BSA; LISO:
lisozima; APTO: aptoglobina; LINF: linfociti; NEUT: granulociti neutrofili; EOS: granulociti eosinofili; BAS: granulociti
basofili; MON: monociti; N/L: granulociti neutrofili/linfociti.
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Inoltre si puo evidenziare una correlazione negatra GSH e AOPP: questo risulta in
linea con quanto rilevato in uno studio di Malmeeatolleghi (2000) in cui si mette in
risalto un calo del GSH totale a seguito di infeBigperimentale. Tale fenomeno avviene
probabilmente a causa del “consumo” del GSH all'antare dello stress ossidativo, allo
scopo di ristabilire lo stato redox cellulare. lnegto senso il processo infiammatorio
sarebbe responsabile sia di un aumento delle AGRRIel'aumento della produzione di
specie reattive dell'ossigeno che determinereblbmld nella concentrazione del GSH
stesso. Stesso ragionamento puo valere per lalanmee esistente tra GSH e indicatori
di processo inflammatorio quali I'aptoglobina orialtattori la cui concentrazione é
sensibile alle forme flogistiche, come DHEA, ragpddHEA/cortisolo o cortisolo.

Di particolare interesse risulta la correlaziongatwa tra anticorpi anti AOPP-BSA e
malondialdeide: cid potrebbe derivare dalla tecniia dosaggio di quest’ultimo
indicatore, che rileva sia la forma libera della MDsia la forma legata alle proteine.
Questo prodotto della perossidazione lipidica puitee dare origine a legami con gli
anticorpi che verrebbero cosi “mascherati” durdiatealisi per la stima del loro titolo.
Rimane poco chiaro il motivo per cui gli anticormn siano invece correlati alle AOPP
stesse.

Le altre correlazioni non sono state prese in clamazione in questo contesto, vista la
scarsa attinenza con lo scopo di questo lavorofmménconcentrazioni ematiche di TNF-

a e IFN-0 non sono risultate rilevabili.

4.2 POPOLAZIONE CLINICAMENTE SANA

4.2.1 VARIAZIONI FISIOLOGICHE

Sulla base del sospetto che i valori dei paranmeigurati potessero subire variazioni in
relazione allo stadio produttivo, sono stati arxaiz e confrontati i risultati nell’ambito
dei vari gruppi di animali presenti all'interno Gebopolazione clinicamente sana (vedi
capitolo 3.1).
In questa prima analisi sono stati confrontatidra i risultati delle sole sottopopolazioni
adulte di animali (con esclusione quindi del grugledle manze). Questa scelta € stata
condotta al fine di valutare le possibili variaziatei parametri oggetto del presente
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studio all'interno di una popolazione omogeneardirali (vista la potenziale differenza

dal punto di vista fisiologico e metabolico di umraale in accrescimento rispetto ad uno
in produzione), focalizzando I'attenzione sulleesdifferenze riscontrabili in relazione

alla distanza temporale dal parto.

| valori di aptoglobina mostrano un picco evidenila prima settimana post parto,
nonostante si possa evidenziare una grande vadahll'interno del gruppo stesso; i

valori invece risultano basali negli altri peri@&i<0,05) (Fig. 4.1).
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Figura 4.1 Variazione delle concentrazioni medie di aptoglobina nelle diverse fasi fisiologiche. Lettere diverse
indicano medie significativamente differenti. (P<0,05)

Essendo I'aptoglobina una proteina di fase acultaelli elevati di questo parametro
sarebbero indicativi di un processo inflammatoronta in corso. Il fenomeno che da
origine alla secrezione di aptoglobina da partdfelghto e dato primariamente dal rilascio
di IL-6, dopo stimolazione da parte del THFe dell'lL-1 (Olivieroet al, 1987). Tuttavia
la concentrazione media di IL-6 negli animali clhér@vano nella prima settimana post
parto (vedi oltre) e la piu bassa tra quelle risain nelle varie sottopopolazioni.
L’innalzamento del valore dell’aptoglobina potrebbesere giustificato invece dallo
stress dovuto al parto recente e dalla marcataaaltme dell’equilibrio endocrino che
scatena e segue I'evento del parto, oltre che galisistenza dell’apertura della cervice in

guesta fase, che rende inevitabile una contaminazaell’ambiente uterino e quindi
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linnesco della cascata inflammatoria. La diverstensita di questi eventi nei vari
animali e I'influenza dei molteplici fattori cherr@ono la risposta a questi stimoli molto
soggettiva, giustificano I'ampia variabilita che rigcontra all'interno del gruppo. Alla
luce di quanto considerato, e in particolar modd &asso livello dell’IL-6,
linnalzamento dell'aptoglobina in questi animalotpebbe essere quindi giustificato
proprio dall’evento stressante del parto e in paldir modo dalla stimolazione da parte di
ormoni quali l'estradiolo (Thomas, 2000). Linnatzanto della concentrazione
dell'aptoglobina nella prima settimana post partoatre perfettamente in accordo con
guanto dimostrato nello studio di Huzzey e colle@09), che evidenziava un picco di
tale parametro in questa fase produttiva anche aeghali che non mostravano segni
clinici di metrite (vedi paragrafo 2.3.1). Uchidacelleghi (1993) ipotizzavano inoltre la
possibile correlazione tra I'innalzamento della @amtrazione ematica dell’aptoglobina
nella fase post parto e I'insorgenza di steatossgnte con discreta probabilita nello

stesso periodo.

L’analisi della variazione delle concentrazioni ldeAOPP (espresse inpM) non ha

evidenziato differenze statisticamente significatita i gruppi considerati (Fig. 4.2).
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Figura 4.2 Variazione delle concentrazioni medie delle AOPP nelle diverse fasi fisiologiche.

68



Al contrario dei risultati ottenuti nella valutami®e dell’aptoglobina, in questo caso non si
evidenziano aumenti significativi in nessun grupjpoparticolar modo gli animali nella
prima settimana post parto (nonostante mostrin@bidita piu ampia rispetto agli altri
gruppi, presumibilmente a causa della potenzialatarninazione uterina e del
conseguente processo infiammatorio che pud essensiderato parafisiologico)
presentano valori medi di AOPP paragonabili a gdelle altre sottopopolazioni. Questa
omogeneita dei valori medi nei vari gruppi di aniinsani risulterebbe quindi in linea con
I'ipotesi che sia una significativa attivazione gtanulociti neutrofili e monociti a dare

origine alla formazione di questi indicatori.

L’'analisi del DHEA ha evidenziato differenze sigodtive tra i gruppi di animali
(P<0,01). In particolare gli animali che si trovagatro le 3 settimane che precedono il
parto mostrano livelli di DHEA marcatamente piuveli rispetto agli altri gruppi, che

risultano invece omogenei tra loro (Fig. 4.3).
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Figura 4.3 Variazione delle concentrazioni medie di DHEA nelle diverse fasi fisiologiche. Lettere diverse indicano
medie significativamente differenti. (P<0,01)

Questo risultato conferma quanto gia riportatolin studi (Gabaiet al., 2004; Marinelli
et al, 2007): nonostante il DHEA sia infatti un ormon®gwotto da gonadi e surrene,

nella fase di tarda gravidanza é la placenta andizda piu rilevante fonte di questo
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androgeno. Questo fenomeno spiega I'innalzamerita siga concentrazione nelle ultime

settimane di gestazione e il suo brusco calo digpario.

| valori di cortisolo risultano essere piu elevati gruppo di animali che si trovano a 4/6
settimane dal parto e a 16/20 settimane dal pB&0,01). Tendono invece ad essere piu
bassi in prossimita del parto (-3/-1 settimaneat@e 1 settimana dopo il parto) e ad
assumere valori intermedi oltre le 24 settimaneodbparto (P<0,01), come evidenziato
nel grafico (Fig. 4.4).

Il fisiologico picco della cortisolemia nel periparsi evidenzia tra le 12 ore precedenti e
le 12 ore successive al parto, e mostra oscillazien le 36 ore che seguono il parto
stesso (Smitket al, 1973). In questo caso, non e stato possibileeezidre tale picco
nelle sottopopolazioni interessate, a causa delrslvintervallo temporale prelievo-parto
tra gli animali di uno stesso gruppo.

Le concentrazioni medie, inoltre, risultano piudeageel periparto per poi aumentare nelle
fasi oltre le 4/6 settimane post parto. Cio € pbilbgente legato all'attivita produttiva
dell'animale. Nelle fasi preparto lo stress legalla manipolazione dell'animale € molto
basso, per poi aumentare dopo il parto e raggientpeelli massimi in prossimita del

picco produttivo.
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Figura 4.4 Variazione delle concentrazioni medie di cortisolo nelle diverse fasi fisiologiche. Lettere diverse indicano
medie significativamente differenti. (P<0,01)
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Similmente alllandamento del DHEA stesso, il rappoDHEA/cortisolo risulta
significativamente piu elevato nelle tre settimae precedono il parto, diminuendo

drasticamente e assumendo valori basali nell'inper@do post parto (P<0,01) (Fig. 4.5).
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Figura 4.5 Variazione dei valori medi del rapporto DHEA/Cortisolo nelle diverse fasi fisiologiche. Lettere diverse
indicano medie statisticamente differenti. (P<0,01)

Il significato del rapporto DHEA/cortisolo e preeatemente di tipo immunitario. Come
descritto precedentemente (paragrafo 2.3.4) il DH&Aproprieta “immuno-protettive”
(Saccoet al, 2002), mentre il cortisolo € un importante immsmapressore (Cupps and
Fauci, 1982). Il rapporto elevato quindi € indieatdi maggiore resistenza dell’animale
nei confronti delle infezioni. Tuttavia, in questaso, I'elevato rapporto DHEA/cortisolo
nelle 3 settimane che precedono il parto e dovlldonaassiccia produzione dell’ormone
da parte della placenta. Per questo motivo, nel embonin cui si renda necessario
confrontare i valori di questo rapporto tra animaulta di fondamentale importanza
tenere in considerazione se i soggetti si trovinoquesta fase preparto; essa altera
drasticamente i valori del parametro, mascherareftettiva produzione da parte di
gonadi e surrene, e rendendo quindi inutile ograg@ne con animali che non siano nella

fase terminale della gravidanza.
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| valori di IL-6 hanno mostrato oscillazioni tragruppi, con un nadir nella prima
settimana post parto e una intuibile tendenza atkatare nel periodo successivo, fino a
raggiungere il picco massimo negli animali che@vano ad oltre 24 settimane dal parto
(P<0,05) (Fig. 4.6).
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Figura 4.6 Variazione delle concentrazioni medie di IL-6 nelle diverse fasi fisiologiche. Lettere diverse indicano
medie significativamente differenti. (P<0,05)

| dati in letteratura (Ishikawat al, 2004) riportano un aumento delle concentraziehi d
parametro nelle fasi che precedono il parto e oma diminuzione nella fase post-parto.
Va tuttavia considerato che tali valutazioni sorates condotte solo nei 60 giorni
precedenti e successivi al parto stesso, e quswiano difficilmente confrontabili con i
dati illustrati in questo lavoro. Un altro studiblggiwaraet al, 2001), che valutava
animali suddivisi in 3 fasi di lattazione (precodetermedia e tarda), non ha invece
rilevato differenze significative tra i gruppi.

| risultati, infine, evidenziano valori oscillantielle concentrazioni medie di IL-6 nelle
varie fasi fisiologiche: in questo caso I'imposkiaidi definire un andamento lineare del
valore & probabilmente legata alla scarsa numara&i campioni. L'interpretazione di
questi risultati si rivela quindi difficoltosa a wsa sia dell'inesistenza di dati
completamente confrontabili in letteratura, sidalakarsa quantita di animali analizzati

in questo studio, che rende il campione poco ragmtativo.
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Gli altri parametri analizzati in questo lavoro ndmnno mostrato differenze

statisticamente significative tra i gruppi consater

4.2.2 CONFRONTO TRA MANZE E ANIMALI ADULTI

All'interno della popolazione clinicamente sanatat® posto il confronto tra manze e
animali adulti. In questo caso sono state condwmiteparazioni tra il gruppo delle manze
e gli animali adulti a 4/6 settimane dopo il pasoa 16/20 settimane dopo il parto. Lo
scopo di questa valutazione e quello di considesar@nimali giovani, che non hanno mai
partorito, mostrino valori indicativi di stress akgivo diversi rispetto ad animali adulti
che hanno gia affrontato almeno un parto. Allo scalp concentrare l'attenzione su
guesto aspetto, non sono stati condotti i confrtmatile manze e gli altri tre gruppi di
animali adulti (-3/-1 settimane al parto; 1 settivaadopo il parto; piu di 24 settimane
dopo il parto): questo a causa dell'impossibilitapadragonare sottopopolazioni cosi
diverse dal punto di vista fisiologico e con prethilndifferenze nei parametri ricercati,
legate allo stesso stadio produttivo piuttosto alfieta dell’animale. Gli animali a -3/-1
settimane al parto sono stati scartati dal confrgetr il quadro endocrino completamente
diverso rispetto alle manze, quelli a 1 settimamgpodil parto per una probabile
alterazione del profilo ossidativo visti i procedslochiazione in atto durante questa fase,
mentre quelli oltre le 24 settimane dopo il parter g'eterogeneita di situazioni

fisiologiche (gravidanza presente 0 meno, epocgesiiazione, ecc.).
In entrambe le valutazioni (manze vs animali aséfiimane dal parto e manze vs animali

a 16/20 settimane dal parto) nessun parametraugti @nalizzati ha mostrato differenze

significative tra i gruppi.

4.3 LIVELLO DI ASSOCIAZIONE TRA | DUE SISTEMI DI CL ASSIFICAZIONE

Per poter meglio interpretare i risultati derivadél confronto tra popolazione sana e
popolazioni malate, & stato valutato il livello @$sociazione tra i due parametri di
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classificazione (clinico e basato sul livello dit@globina). Questo e risultato elevato
(Coefficiente di contingenza=0,579; P<0,001) (T4R).

Classificazione Clinica

Classificazione basata sulle Inflammazione Inflammazione
N . Controllo . Totale
concentrazioni di Aptoglobina Cronica Acuta
Controllo 22 9 0 31
Inflammazione Acuta 4 3 11 18
Totale 26 12 11 49

Tabella 4.2 Associazione tra le diagnosi ottenute mediante anamnesi e valutazione clinica dei soggetti (criterio di
classificazione clinica) o mediante valutazione delle concentrazioni ematiche di aptoglobina. Il livello di associazione
tra i due criteri di classificazione é risultato elevato (Coefficiente di contingenza=0,579; P<0,001)

Si sottolinea che tra i 4 animali clinicamente sam hanno presentato elevati valori di
aptoglobina, 2 si trovano nella classe della prgatdimana post parto, momento in cui
guesta proteina di fase acuta tende ad aumentsi@ofjicamente e non e quindi
necessariamente indice di un processo patologi@tin Tra gli animali segnalati come
appartenenti al gruppo clinico dellinflammazioneortica, invece, i tre che hanno
manifestato valori elevati di aptoglobina preseate forme di riacutizzazione o
peggioramento dei sintomi nei giorni del prelievmnostante sulla base dei criteri di
classificazione (vedi paragrafo 3.14.1) essi apgpadsero al gruppo clinico “con
inflammazione cronica”, 'aumento del parametroianfmatorio in questi casi e
perfettamente giustificabile.

L’elevato valore del coefficiente di contingenzdica che la valutazione clinica e quella
basata sui valori dell’aptoglobina sono pressoabvapponibili per quanto concerne

I'inflammazione acuta.

44 CONFRONTO TRA POPOLAZIONE CLINICAMENTE SANA E
CLINICAMENTE MALATA

Il confronto @ stato condotto tra animali clinicarte sani, animali con infiammazione

acuta e animali con inflammazione cronica secorutitdri descritti nel paragrafo 3.14.1.
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Tra gli animali clinicamente sani sono stati esclusoggetti che si trovavano nelle 3
settimane che precedono il parto (gruppo -3/-1jmditivo di tale scelta e la differenza
sostanziale di alcuni valori (in particolare del BA e del rapporto DHEA/Cortisolo)

evidenziata nei risultati precedenti (paragrafo.y,2secondo i quali I'effetto della fase
fisiologica pud mascherare quello legato ai fenanmdrmmmatori, oltre che I'assenza tra
gli animali malati di soggetti in questo stadio guittivo. Allo scopo di confrontare gruppi
omogenei, anche le manze non sono state tenutegiderazione tra gli animali sani per
i motivi di cui si & gia accennato (paragrafo 4)2.1

In questa analisi i risultati hanno evidenziatofediénze tra i gruppi di piu parametri,
quali: aptoglobina, AOPP e rapporto AOPP/Proteioilit GSH, DHEA e rapporto

DHEA/Cortisolo, numero di linfociti e rapporto neafili/linfociti.

| valori medi dell’aptoglobina sono evidentementgeriori nel gruppo di animali con
inflammazione acuta (P<0,001), mentre i livelli gerametro negli altri due gruppi

risultano basali (Fig. 4.7).
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Figura 4.7 Variazione delle concentrazioni medie di aptoglobina tra i gruppi di animali classificati sulla base dei
segni clinici. Lettere diverse indicano medie significativamente differenti. (P<0,001)

Il valore marcatamente piu elevato negli animalaige acuta e perfettamente in linea con
guanto riportato in altri studi (Skinnet al, 1991), nei quali si evidenzia un valore medio
inferiore a 0,2 mg/ml per animali sani e valori fr& 2 mg/ml per gli animali con forme

inflammatorie conclamate in atto.
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Risulta da chiarire invece il motivo per cui le centrazioni medie di IL-6 in queste
sottopopolazioni non mostrino differenze statistieate significative tra loro, visto che
guesta citochina rappresenta il piu importanteofattnello stimolo alla secrezione
dell'aptoglobina (Olivieroet al, 1987). Probabilmente questo & imputabile al dass
numero di animali oggetto di studio. L'ampiezza I'delore standard rilevato

avvalorerebbe questa ipotesi (Fig. 4.8).
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Figura 4.8 Variazione delle concentrazioni medie di IL-6 tra i gruppi di animali classificati sulla base dei segni clinici.

Il valore delle AOPP (P<0,01) risulta piu elevatgh animali in fase acuta rispetto agli
altri due gruppi, come illustrato nella figura 43.riesce inoltre ad evidenziare un valore
intermedio del parametro negli animali che presamiafiammazione cronica.

Questo tipo di risultato avvalora l'ipotesi che gtianarker di stress ossidativo siano
importanti indicatori di attivazione neutrofilicQuesta differenza nelle concentrazioni
del parametro sono rese ancor piu evidenti se vengmnfrontate coi valori delle
proteine totali, come rapporto AOPP/proteine tot@ig. 4.10). In questo caso si
evidenzia una significativa differenza tra anintaln inflammazione acuta da una parte, e

animali sani e con infammazione cronica dall’a(ffa0,05).
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Figura 4.9 Variazione delle concentrazioni medie delle AOPP tra gruppi di animali classificati sulla base dei segni

clinici. Lettere diverse indicano medie significativamente differenti. (P<0,01)
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Figura 4.10 Variazione dei valori medi del rapporto AOPP/proteine totali tra gruppi di animali classificati sulla base
dei segni clinici. Lettere diverse indicano medie significativamente differenti. (P<0,05)

Questi risultati confermerebbero che quanto eviddéozda Witko Sarsat e colleghi

(1996; 1998) nell’'ambito dei pazienti sottopostdialisi, risulta valido anche nel caso

della specie bovina in corso di processo infiammatacuto: I'attivazione neutrofilica

porterebbe ad un aumento dell’attivita della mielmgsidasi che, tramite la produzione
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di acido ipocloroso (HOCI) e di ditirosina, detenmiebbe ossidazione della componente
proteica plasmatica. Il fatto che non ci siano edéhze significative tra il gruppo di
controllo e il gruppo di animali con inflammaziooeonica sottolinea la specificita del
parametro nei confronti della sola attivazione raftlica.

Nel paragrafo 4.1 € stata messa in luce la cormglazsistente tra AOPP e GSH, e AOPP
e aptoglobina: oltre che essere importanti markstrdss ossidativo, quindi, le AOPP si
sono dimostrate anche ottimi indicatori di processofiammatorio acuto.
Conseguentemente si pud concludere che le AOPRmpmsssere utilizzate come marker
di fase acuta al pari dell’aptoglobina ma, al cardr di quest’ultima, esse non sembrano
influenzate da fenomeni quali il parto (Fig. 4.2jsultando quindi piu affidabili
dell'aptoglobina stessa. Viene inoltre confermatargo ipotizzato dagli studi di Witko-
Sarsat e colleghi (1996), ovvero che le AOPP siadaatori di stress ossidativo piu
attendibili della malondialdeide classicamente asatisto che quest'ultima non ha
evidenziato variazioni nellambito delle popolazictassificate in base ai sintomi clinici.
A questo punto resta da chiarire se le AOPP possadorre la formazione di
autoanticorpi, considerata la possibilita di essgmenosciute com@&on-selfdal sistema
immunitario. Se cid0 avvenisse, si giustifichereblne@ potenziamento della risposta
inflammatoria nonché un prolungamento della stedstiata da fenomeni che potrebbero
quindi essere classificati come autoimmuni. In tuesnso si ipotizzava che tra i risultati
sarebbe emersa una correlazione tra AOPP e aritiantpAOPP-BSA. In realta tale
fenomeno non é stato evidenziato in questo studemtre resta dubbio il motivo della
correlazione negativa rilevata (paragrafo 4.1, ltab&1) tra malondialdeide e anticorpi
anti AOPP-BSA.

| valori di GSH mostrano differenze significativie<0,01) nel gruppo di controllo, dove
il valore risulta piu elevato rispetto agli animiifase cronica e a quelli in fase acuta. In
questi ultimi si evidenzia un valore intermediogH.11).
In alcuni studi si & dimostrato che il digiuno (H@hal, 1991) e la carenza di apporto
proteico con la dieta (Hurat al, 1992) sono correlati ad un calo delle concertrazi
ematiche di GSH. In questo studio, considerataiiharo elevato di aziende diverse da
cui sono stati selezionati gli animali, si suppche I'effetto della dieta sul GSH ematico
tenda ad essere mascherato poiché non e statbipogsnere in considerazione il tipo di
alimentazione somministrata. Questo e confermatheamlalla non significativita nella
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diversita dei valori medi di GSH registrata nellapplazione sana nelle diverse fasi
fisiologiche (Fig. 4.12).
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Figura 4.11 Variazione delle concentrazioni medie di GSH tra i gruppi di animali classificati sulla base dei segni
clinici. Lettere diverse indicano medie significativamente differenti. (P<0,01)
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Figura 4.12 Variazione delle concentrazioni medie di GSH nelle diverse fasi fisiologiche.

Oltre a questo, un calo del GSH é stato dimosirattiverse condizioni contraddistinte
da una situazione di stress ossidativo persist@iate et al, 1994). Questa ipotesi

risulta piu verosimile in questa indagine. In ued® di Malmezat e colleghi (2000) é
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stato evidenziato che animali anoressici sottopastinfezione sperimentale, comparati
con soggetti sani a parita di alimentazione, mastiavelli di GSH piu elevati in tutti i
tessuti tranne che nel sangue; allo stesso modlepdaonto di questi risultati con quelli
di uno studio di Breuillé e colleghi (1994), € es®eche le concentrazioni epatiche del
GSH tendono ad essere piu elevate nei soggetyiandi malati piuttosto che in soggetti
normalmente alimentati sani, il che evidenzia unaggore influenza sulle
concentrazioni del parametro da parte del processiammatorio piuttosto che
dell'alimentazione. Si suppone quindi che anchquesto contesto sia l'inflammazione a
determinare modificazioni dei livelli di GSH, mastando ulteriormente eventual
variazioni legate all’alimentazione. Probabilmemarante il processo inflammatorio e a
causa dello stress ossidativo indotto da quesitgdhismo tende a ristabilire I'equilibrio
redox incrementando la sintesi del GSH per soppeaita maggiore richiesta di
antiossidanti. Tuttavia il piu importante aumenéb ‘onsumo” di GSH rispetto alla sua

produzione, giustificherebbe i valori ematici pi@ski negli animali malati.

| livelli di DHEA assumono invece valore massimogieanimali in fase acuta,
intermedio in quelli con inflammazione cronica enore negli animali clinicamente sani
(Fig. 4.13). Tuttavia esiste una differenza siguaifiva solo tra gli animali con stato

inflammatorio acuto e animali di controllo (P<0,01)
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Figura 4.13 Variazione delle concentrazioni medie di DHEA tra gruppi di animali classificati sulla base dei segni
clinici. Lettere diverse indicano medie significativamente differenti. (P<0,01)
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Poiché la cortisolemia non mostra differenze trgruppi, 'andamento del rapporto
DHEA/cortisolo risulta molto simile a quello del A stesso. In questo caso pero Si
riescono ad evidenziare differenze significative<@®5) tra gli animali con

inflammazione (acuta e cronica) e animali di cdfar(~ig. 4.14).
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Figura 4.14 Variazione dei valori medi del rapporto DHEA/cortisolo tra gruppi di animali classificati sulla base dei
segni clinici. Lettere diverse indicano medie significativamente differenti. (P<0,05)

Questo risultato e in disaccordo con quanto defimtuno studio di Almeida e colleghi
(2008), nel quale veniva dimostrato che le coneanini seriche del DHEA tendono a
diminuire in animali in cui si evidenziano lesiomfiammatorie podali. Nella stessa
indagine é stato inoltre calcolato il rapporto smib/DHEA, che evidenziava differenze
tendenzialmente significative (P=0,06) tra i duepgi di animali confrontati (piu elevato
nei malati). In letteratura, purtroppo, non sonporiate altre indicazioni riguardo alle
variazioni di questi parametri nella specie bovinacorso di processo inflammatorio.
L’opposto risultato qui presentato, rispetto a daattenuto nello studio citato, potrebbe
essere legato alla sostanziale diversita nelleideendi campionamento: i soggetti
utilizzati nel lavoro indicato sono molto omogeireitermini di eta, stadio produttivo e
peso vivo. Inoltre gli animali sono stati allevagll'intero periodo dello studio nello
stesso ambiente e sottoposti ad uguale alimentzioantre il prelievo e stato effettuato
per tutti i soggetti nella mattinata dello stessmrrp. Tutto questo potrebbe rendere non

paragonabili i presenti risultati, derivanti da iwidui provenienti da allevamenti
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estremamente eterogenei tra loro, con quelli dieMfa e colleghi (2008). Inoltre i casi
dello studio di Almeida e colleghi erano di natymesumibilmente cronica, ma non
definita con precisione nella valutazione deglinaali. In conclusione, non essendo
ancora chiaro quali possano essere le variabili inAeenzano la concentrazione di
DHEA plasmatico nella specie bovina, a causa aaltanza di dati in letteratura, diventa
pressoché impossibile definire il motivo di unatdiversita nei risultati dei due studi.
Indagini condotte su altre specie hanno evidenzdate i livelli di DHEA restano
inalterati nei ratti a seguito di somministraziotieendotossine (Ghezat al, 2000),
mentre nel suino con shock circolatorio l'inocutam di queste ultime causa la
diminuzione della concentrazione dello steroiden(Bicet al, 1997). Nei feti di femmine
gravide di scimmia rhesud@caca mulatta)a seguito di infezione streptococcica uterina
provocata, e stato invece riscontrato un aument®@H&A nel sangue fetale (Gravett
al., 1996). Similmente i livelli di questo androgerendono ad aumentare nelle fasi
iniziali che seguono linfezione da HIV nelluomc&liristeff et al, 1997) e nelle ore
successive alla somministrazione di endotossinBatinonella abortus equn pazienti
umani, per poi decrescere in quest'ultimo caso’areth delle 6-12 ore successive
all'inoculazione (Schuldet al, 2000). Questi risultati portano alla conclusiariee il
rilascio di DHEA tende a diversificarsi nelle vaffiagsi della risposta immunitaria dei
soggetti.
Il motivo dellandamento dei valori del DHEA e DHErtisolo potrebbe essere
giustificato dall’effetto del DHEA sul sistema immitario, che conduce all'inibizione
della secrezione di citochine pro-infammatorie eoh TNF-o e I'lL-6 (Danenberget al,
1992; Araghi-Niknamet al, 1997; Di Santoet al, 1996; Kimuraet al, 1998).
L’'incremento del valore durante il processo infiaatamio potrebbe rappresentare un
meccanismo protettivo dell’individuo nei confrodell'infiammazione stessa. Si mette in
evidenza (Fig. 4.8), infatti, che il valore di ILF8ultato piu basso tra i gruppi considerati
appartiene alla sottopopolazione degli animali cdlmammazione acuta (sebbene questo
valore non sia significativamente diverso daglriaal punto di vista statistico), ovvero
guella che presenta allo stesso tempo i livelli piavati di DHEA. Tuttavia i due
parametri (DHEA e IL-6) non sono risultati correlatquesto studio (paragrafo 4.1).
Considerato che numerose indagini condotte sullmdranno evidenziato diminuzioni
delle concentrazioni del DHEA durante i procesBammatori cronici (Maset al, 1984;
Deightonet al, 1992; Lahiteet al, 1987; Straulet al, 1998; Dillon, 2005) e alla luce di
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guanto evidenziato nel presente studio e in quéil®Imeida et al. (2008), si puo
supporre che 'andamento del DHEA, durante le véage del processo inflammatorio,
consista in un iniziale aumento della sua conceitng nelle prime fasi dell’evento
flogistico e un successivo decremento nelle fashiche. Si suppone invece che la
cortisolemia sia stabile in un primo momento, peir gumentare con la cronicizzazione
del processo, come illustrato in figura 4.15. Quésno effetto non é stato pero
riscontrato nel presente lavoro. La diversita trigultati ottenuti in questo studio e quelli
di Almeidaet al. (2008) potrebbe derivare quindi fondamentalmeratide ddiverse fasi

inflammatorie durante le quali e stato eseguifwelievo.

pHeA {} oHEA
Cortisolo |::> Cortisolo ﬁ

DHEA/cortisolo ﬁ DHEA/cortisclo G

Fase acuta Fase cronica

Figura 4.15 Ipotesi sulle variazioni dei livelli di DHEA e cortisolo durante le diverse fasi infiammatorie.

Per quanto riguarda la formula leucocitaria sorati ®videnziati valori piu elevati nel

numero di linfociti negli animali di controllo, sedi dagli animali con inflammazione

cronica e infine da quelli con infiammazione ac(Fay. 4.16). Differenze significative

sono riportate tra animali di controllo e animalalati (sia in forma acuta che cronica)
(P<0,01).

Il rapporto neutrofili/linfociti raggiunge il piccanassimo nelle forme infiammatorie
acute, intermedio in quelle croniche e minimo neglimali di controllo, comportandosi
cosi in maniera inversa rispetto al numero di kitfdFig. 4.17). Anche in questo caso
vengono riportate differenze significative tra gsopdi controllo da una parte e animali

con forme infiammatorie acute e croniche dall’a(f?0,05).

83



80,00
70,00 -
60,00 - a
50,00
40,00

30,00

Linfocit (%)

20,00 -

10,00 -

0,00 -

x

Controllo Infiamm. Cronica Infiamm. Acuta

Classe clinica

Figura 4.16 Variazione della percentuale di linfociti nella formula leucocitaria tra i gruppi di animali classificati sulla
base dei segni clinici. Lettere diverse indicano medie significativamente differenti. (P<0,01)
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Figura 4.17 Variazione dei valori medi del rapporto neutrofili/linfociti nella formula leucocitaria tra gruppi di
animali classificati sulla base dei segni clinici. Lettere diverse indicano medie significativamente differenti. (P<0,05)

La percentuale fisiologica di linfociti nella spediovina € definita nell'intervallo 45-75%
(Agugginiet al, 1998). La popolazione con processo inflammataciato € I'unica che si
discosta (seppur minimamente) da questo intervatio,un valore medio del 44,73%. Gli

altri due gruppi risultano all’interno del rangaffammazione cronica: 47,97%; controllo:
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55,76%). Tuttavia nei soggetti malati & stata evzigta una media significativamente piu
bassa rispetto ai sani. Fisiologicamente, nell@ispgaovina, il numero dei linfociti & piu
elevato di quello dei neutrofili. Valori superioa 1 nel rapporto neutrofili/linfociti,
riscontrati negli animali con processo inflammatofin particolar modo quello acuto),
mettono quindi in evidenza la situazione flogistiesistente. Infatti, la forma acuta
dell'infammazione €& determinata dall’attivazioneutrofilica, quella cronica da quella
linfocitaria, macrofagica e linfoplasmacellulareoidstante questo, nella popolazione
con inflammazione cronica non é stato evidenziato aumento della componente
linfocitaria, bensi valori ancora elevati di nefitro evidenziati dal rapporto
neutrofili/linfociti.

Nell'ottica di questo lavoro risulta inevitabile ppgonare questi risultati con quelli delle
AOPP. In effetti il confronto della figura 4.17 cdem 4.9 rende evidente un andamento
sovrapponibile; questa sarebbe un’ulteriore prosastegno del fatto che le AOPP, anche
nella specie bovina, sono degli indicatori di ath#wne neutrofilica. Si puo inoltre
evidenziare come il rapporto AOPP/proteine totaig(4.10) sia in grado di discriminare
gli animali con inflammazione acuta da quelli cafidammazione cronica, evento che |l
solo rapporto neutrofili/linfociti non e stato irraglo di mettere in luce. Posto che gli
animali con infiammazione acuta ed inflammazionenima sono stati classificati sulla
base della durata dei sintomi, questo indica chapporto neutrofili/linfociti tende a
ristabilirsi piu lentamente di un normale valore Rproteine ossidate.

Gli altri parametri analizzati in questo studio ndmnno mostrato differenze

statisticamente significative tra i gruppi consater
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4.5 CONFRONTO TRA POPOLAZIONE IN FASE ACUTA E POPOL AZIONE DI

CONTROLLO VALUTATE SULLA BASE DEI VALORI DIAPTOGLO BINA

La variazione dei

parametri

nei gruppi di

bovineassificate sulla base della

concentrazione di aptoglobina sono mostrati naleltta 4.3.

Gruppo
Indicatore ematico P
Controllo Inflamm. Acuta
Aptoglobina (mg/ml) 0,08 £ 0,02 1,49 + 0,15 0,000
Lisozima (ng/ml) 1,56 + 0,34 1,81+0,49 0,601
AOPP (UM) 37,16 + 1,57 46,83 + 3,18 0,017
AOPP/Prot totali (nmol/mg) 0,50 £ 0,02 0,61 £ 0,04 0,049
MDA (uM) 0,32 £ 0,07 0,40 £ 0,07 0,131
MDA/Prot. Totali (pmol/mg) 453+1,12 5,14 £ 0,79 0,131
GSH (LUM) 2,14 £ 0,17 1,87+0,14 0,281
DHEA (pM) 725,29 £ 74,34 832,59 + 106,83 0,263
Cortisolo (nM) 25,49 +1,49 22,14 +2,65 0,206
DHEA/Cortisolo 0,034 + 0,005 0,045 + 0,007 0,044
Interleuchina 6 (pg/ml) 563,43 £ 31,38 522,44 + 39,90 0,464
Linfociti (%) 53,01 +1,55 48,46 + 3,19 0,241
Gran. Neutrofili (%) 39,49 +1,62 43,12 + 3,02 0,481
Gran. Eosinofili (%) 2,68 + 0,38 1,78 +0,35 0,174
Gran. Basofili (%) 0,86 £0,13 0,60 £ 0,20 0,187
Monociti (%) 3,96 £ 0,53 6,04 £1,24 0,198
Neutrofili/Linfociti 0,81 +0,08 1,05+0,16 0,361
Anti AOPP-BSA (d.o.) 0,30 £ 0,02 0,24 £ 0,02 0,052

Tabella 4.3 Variazione dei parametri ematici tra gruppi di animali classificati in relazione ai valori ematici di
aptoglobina (cutoff 0,4 mg/ml). Vengono evidenziati i parametri che differiscono tra i gruppi in modo significativo e

che sono stati citati nel testo.
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Il confronto € stato condotto tra il gruppo di aalircon valori di aptoglobina inferiori a
0,4 mg/ml (di controllo) e quello con valori supmria 0,4 mg/ml (con inflammazione
acuta) (Huzzegt al, 2009; Skinneet al, 1991).

Tra gli animali di controllo sono stati esclusi glhimali che si trovavano nelle 3
settimane che precedono il parto (gruppo -3/-1jmditivo di tale scelta e la differenza
sostanziale di alcuni valori (in particolare del BAle DHEA/Cortisolo) evidenziata nei
risultati precedenti (paragrafo 4.2.1) e I'assanaali animali malati di soggetti in questa
fase produttiva. Allo scopo di confrontare gruppaagenei, anche le manze non sono
state tenute in considerazione tra gli animali @ntmllo per i motivi di cui si € gia
accennato (paragrafo 4.2.1).

| risultati evidenziano che esiste una differenmificativa tra i due gruppi (P<0,001)
nei valori dell'aptoglobina. La concentrazione naedel gruppo di controllo é risultata
essere particolarmente bassa (0,08 mg/ml) nonestacutoff sia stato definito ad un
valore ben al di sopra di questo (0,4 mg/ml): quesiggerisce che la maggior parte della
popolazione sana ha livelli ematici di aptoglobprassimi a 0. Questo si sovrappone a
guanto rilevato in diversi studi (Makimura and Skizul982; Conneret al, 1986;
Eckersall and Conner, 1988). Il valore medio rigcao negli animali con infiammazione
acuta risulta oltre 18 volte piu elevato di queldh controllo; tuttavia questa
sottopopolazione ha manifestato una distribuzione gmogenea. Anche in questa

situazione non si riscontrano invece variazionngigative del valore di IL-6.

Le AOPP presentano variazioni significative trauedgruppi, evidenziando valori piu
bassi negli animali di controllo (media 37,1) rispetto a quelli con inflammazione
acuta (media 46,88M) (P<0,05). Stesso risultato si manifesta nellutaaione delle

AOPP in rapporto alle proteine totali, dove i dualovi sono rispettivamente 0,50
nmol/mg e 0,61 nmol/mg (P<0,05). Anche in questsocsi puo concludere quanto gia

visto nel paragrafo precedente riguardo questirpatia

Anche il rapporto DHEA/Cortisolo risulta diversoimie gruppi in modo statisticamente

significativo (P<0,05): negli animali di controllbvalore medio e piu basso rispetto agli

animali con inflammazione acuta. Al contrario dellassificazione clinica, in questo caso

non sono invece evidenziabili differenze nelle @nazioni di DHEA tra i due gruppi.

Va tenuto in considerazione che, in questa clasgione, 9 dei 12 animali che
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presentavano una situazione clinica di infammaziomnica sono risultati nel gruppo di
controllo; questo € facilmente spiegabile dal fatite, essendo I'aptoglobina una proteina
di fase acuta positiva, essa tende ad aumentaaatéut processo infammatorio acuto e
tornare a valori basali nella fase cronica. || motdei livelli elevati di aptoglobina negli
altri 3 animali é invece giustificabile dalla ridazazione o peggioramento del processo
in atto, come illustrato nel paragrafo 4.3. L’auteendei livelli del rapporto
DHEA/cortisolo potrebbe quindi, anche in questoo¢asiggerire un tentativo da parte
dell’'organismo di regolare il processo inflammatoistesso nelle prime fasi della
reazione. Anche in questa analisi il valore di ILséppur non significativamente, risulta
effettivamente piu basso nel gruppo di animali presenta valori di DHEA/cortisolo piu

elevati.

Risulta interessante, inoltre, la variazione dicamirazioni degli anticorpi anti AOPP-
BSA. Le differenze tra i due gruppi non possonersgonsiderate significative, ma il
valore di P=0,052 e prossimo a quello della sigatfvita statistica. Si sottolinea ancora
una volta il ruolo che questo indicatore potrebbera nella perpetuazione del processo
inflammatorio. La concentrazione media piu basgdi m@imali con inflammazione acuta
potrebbe indicare che gli anticorpi tendono a Isigarproteine ossidate (probabilmente
proteine legate alle malondialdeide, vista la damiene evidenziata all'inizio di questo
capitolo), determinando una diminuzione della foriizera titolabile nel torrente
circolatorio. Queste ipotesi sono comunque molexpcei vista la scarsa quantita di dati a
disposizione e la necessita di mettere a punto istensa di quantificazione della

malondialdeide piu specifico.
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5 CONCLUSIONI

| risultati della presente tesi supportano lipotee le AOPP siano prodotti
dell'attivazione dei neutrofili e, come tali, inditori di processo infammatorio acuto. Il
loro confronto con I'aptoglobina fa supporre cheesaon risentano delle influenze alle
guali questa proteina di fase acuta risulta selesjad esempio: stress, parto) e che quindi
possano rappresentare un indicatore piu specificestiess ossidativo dovuto ad
inflammazione acuta. Inoltre, al contrario di afitarametri di stress ossidativo, esse non
subiscono fluttuazioni significative nei vari stgolioduttivi nella bovina da latte: cio
permetterebbe un confronto tra le concentrazioniatefme nei vari soggetti
indipendentemente dalla conoscenza della fasddggaa in cui si trovano gli stessi.

Infine, i risultati emersi da questo lavoro conferebbero l'ipotesi secondo la quale il
motivo dellaumento delle AOPP negli animali che nif@stano riassorbimento
embrionale, osservato da Celi e colleghi (201@) psobabilmente da imputare a processi
inflammatori acuti presenti in forma subclinica.

Le AOPP potrebbero quindi rappresentare un parandetrsfruttare per I'identificazione
e la valutazione dei processi flogistici acuti r&s nelle prime fasi della gravidanza, che
potrebbero portare a riassorbimento embrionale. tabe contesto diverrebbe
indispensabile la determinazione di un livello sagli AOPP, oltre al quale ipotizzare un

processo inflammatorio in atto.

Di particolare rilievo risulta anche l'ipotesi cke AOPP possano perpetuare o aggravare
il processo inflammatorio tramite la produzioneadtoanticorpi, soprattutto visti i risvolti
che cio potrebbe avere nella prevenzione dell'igsoza o della perpetuazione di
patologie legate allo stress ossidativo. La corielee emersa tra anticorpi anti AOPP-
BSA e malondialdeide sembra supportare tale ipok@siui conferma richiedera dovuti
approfondimenti, in particolar modo in relazione@blo che questi anticorpi potrebbero

avere nel determinismo delle problematiche in amiygroduttivo.

Resta invece da valutare il ruolo del DHEA in amlsta fisiologico che patologico. I
suo aumento nelle prime fasi del processo infiaron@triscontrato in questo studio, fa

ipotizzare che esso possa assumere un ruolo protetei confronti dell’organismo,
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intervenendo nei primi stadi del processo flogs@tlo scopo di regolare e coordinare la
risposta immunitaria. Tuttavia, la scarsita e laedsita dei dati presenti in letteratura

testimoniano la complessita dell’attivita e del atetlismo di quest’ormone.
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