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INTRODUZIONE

Le tecniche di riproduzione assistita applicate nei camelidi sono state prese soltanto da pochi anni in
considerazione per migliorare il patrimonio genetico con approccio bioetico. Tale interesse & dovuto
al forte aumento delle conoscenze delle caratteristiche riproduttive peculiari dei camelidi. Tra le
caratteristiche particolarmente influenzanti 1’applicabilitd di tecniche di riproduzione assistita
vengono riconosciute le seguenti:

- la viscosita del seme

- la durata della copulazione in questa specie

- la bassa concentrazione di spermatozoi

- la bassa mobilita degli spermatozoi

- I’assenza di diluitori idonei

- le limitate conoscenze della struttura biochimica dell’eiaculato.

Tali caratteristiche del seme limitano fortemente la diffusione del materiale genetico attraverso la
classica tecnica di riproduzione assistita rappresentata dall’inseminazione artificiale.

Le ulteriori classiche tecniche: Trasferimento embrionale da superovulazione (MOET- Multiple
Ovulation Embryo Transfer), Produzione embrionale in vitro (IVP - In Vitro Production),
trasferimento nucleare e clonaggio sono ancora in fase di ricerca e sicuramente non applicabili in
campo.

Lo scopo di questa Tesi e quella di riportare alcune dei risultati pit recenti in merito alle suddette
tecniche visto 1’interesse commerciale e/o conservazionistico che alcune specie di camelidi
(Vigogna e Alpaca) possono presentare.



SELEZIONE DEI RIPRODUTTORI MASCHI

Il classico approccio clinico per la valutazione andrologica (Breeding Soundness Evaluation — BSE)
si basa sull’applicazione di una serie di controlli biometrici e fisiologici adatti ad una buona
funzionalita riproduttiva. | riproduttori maschi sono sempre stati oggetto di BSE approfonditi per
riuscire a produrre dosi di seme da congelare per scopi commerciali 0 conservazionistici. La
conformazione fisica, la libido e la capacita di monta danno informazioni generali sulla buona
attitudine riproduttiva. Il BSE prende in considerazione anche la qualita del seme attraverso una
serie di procedure piu 0 meno automatizzate ed ad alto contenuto tecnologico. Negli ultimi anni si é
assistito ad un incremento dei parametri che possono essere inseriti nel BSE per migliorare
I’accuratezza e la precisione della valutazione (Kastelic et al., 2008). Nel caso specifico degli
alpaca, considerando le caratteristiche peculiari che differenziano i maschi di queste specie
(camelidi sudamericani, dromedari e cammelli bactriani) dagli altri Artiodactila, non esistono pareri
uniformi sull’adattabilita del BSE eterologo.

Ad integrazione dei criteri morfologici e biometrici negli ultimi anni si e cercato di studiare test di
laboratorio che possano oggettivamente permettere una valutazione della fertilita dei riproduttori
maschi, in particolare si e posta attenzione su:

1) Test di funzionalita testicolare
2) Composizione del plasma seminale

3) Citologia testicolare (vedi figura 1).

Figura 1. Schema di approccio andrologico integrato in alpaca (IAAA)

TFT test funzionalita testicolare; SPC composizione plasma seminale; TC citologia testicolare; SE
valutazione della qualita dello sperma (Juyena et al., 2010)



I due ormoni principali che controllano la produzione di spermatozoi del testicolo sono 1’ormone
ipofisario LH e la gonadotropina GnRH. Infatti incrementi di testosterone a livello interstiziale del
testicolo seguono 1’azione locale del GnRH dovuta a stimolazione dell’asse ipotalamico- ipofisario-
gonadi. Il trattamento con GnRH aumenta la concentrazione ematica di LH e di FSH. LH e GnRH
agiscono direttamente sulle cellule di Leydig stimolando il rilascio di testosterone.

Il testicolo ha una regolazione locale e un controllo ormonale diverso nei due compartimenti:
compartimento dei tubuli seminiferi non vascolarizzato e compartimento interstiziale
vascolarizzato. Durante il test del GnRH il monitoraggio termografico puo essere un metodo adatto
per valutare la funzionalita testicolare prendendo in considerazione la temperatura scrotale
superficiale che aumenta in base all” aumento della testosteronemia.

Alti livelli di testosterone interstiziale potrebbero attivare un meccanismo di secrezione basato sulla
regolazione nervosa locale del flusso di sangue e della relativa contrazione muscolare.

I livelli di valutazione proposti (Stelletta et al. 2009) prevedono alcune fasi per la selezione
completa del maschio riproduttore:

1) Maschi completamente isolati dalle femmine da almeno due mesi

2) Maschi esposti alle femmine senza monte per tre settimane due volte la settimana per 15
minuti

3) Maschi esposti alle femmine con monte regolari tre settimane due monte la settimane per 20
minuti

In queste tre tipologie di soggetti viene valutata la funzionalita testicolare attraverso il test GnRH:
somministrazione IM da 6 a 9 ug di GnRH analogo (buserelin) per ogni maschio.

Quindi poi si va a verificare:

1. La misurazione della temperatura scrotale eseguita con una camera a infrarossi ogni cinque
minuti durante 1’esecuzione del test GnRH. L immagine termografiche sono analizzate con
un software specifico.

2. Su queste popolazioni di maschi si determina anche la testosteronemia usando la
chemiluminescenza metodica gia eseguita in questi animali (Stelletta, et al., 2008).

3. Lavariazione della testosteronemia ogni dieci minuti pud anche essere valutata anche con la
flussimetria dell’arteria testicolare usando un eco-Doppler pulsato (figura 2).

In queste fasi la qualita del seme e valutata secondo i parametri precedentemente commentati come
viscosita, concentrazione, motilita e parametri morfologici ed in piu si puo utilizzare la citologia
testicolare (Stelletta et al. 2011), e la composizione del plasma seminale (Juyena et al., 2012).



Figura 2. Esempio di flussimetria dell’arteria testicolare

RACCOLTA DI SEME E VALUTAZIONE DELL’ EIACULATO

La durata della copula in queste specie & particolarmente lunga e presuppone la progettazione di
strumentazione idonea per la raccolta del seme. In generale, la vagina artificiale (VA), per essere
funzionale, deve simulare il piu possibile quella naturale in termini di pressione e temperatura.
Considerando che la penetrazione peniena del maschio raggiunge le corna uterine e che la cervice
rappresenta lo stimolo essenziale al glande necessario per 1’eiaculazione, la presenza di un
restringimento della VA, simulante la cervice, e altrettanto necessario per queste specie.
Generalmente per la raccolta del seme da camelidi sudamericani viene utilizzata una VA
commercializzata per ovini e opportunamente modificata in dipendenza dell’operatore e dei maschi
disponibili (Bravo et al., 1997).

Al maschio donatore viene data la possibilita di esprimere il suo pattern comportamentale, tipico
dell’espressione del grado di libido, in presenza di soggetti femminili recettivi o, dopo
addestramento, un manichino e quindi utilizzando la vagina artificiale modificata si raccoglie il
seme.

Durante la raccolta la vagina artificiale é riscaldata tramite un tappetino elettrico per mantenere la
temperatura interna vaginale della femmina.

Il tempo della copula & considerato importante e quindi registrato perché capace di dare un
indicazione della fertilita del maschio (Fernandez-Baca et al., 1970) . Il seme si ripone in un tubo
graduato subito dopo averlo raccolto e quindi viene posto in bagno in acqua calda a 37°C.

Oltre al volume dell’eiaculato, si prendono in considerazione la viscosita che viene graduata in:
1) Viscoso, quando il seme non sgocciola da una pipetta di Pasteur;
2) Semiviscoso, quando qualche goccia scende da una pipetta di Pasteur verso un vetrino;

3) Liquido, quando il seme scivola facilmente dalla pipetta di Pasteur.



Altri metodi per determinare la viscosita sono stati proposti in letteratura (Giuliano et al. 2012) e
prendono in considerazione la misura fisica determinata attraverso un viscosimetro. Numerosi altri
studi dovranno identificare e uniformare la classificazione del grado di viscosita.

La naturale bassa concentrazione degli spermatozoi nel seme di camelidi e la mancanza di motilita
progressiva degli spermatozoi stessi facilitano 1’uso di vetrini graduati piuttosto che le classiche
camere di Burker.

Per quanto riguarda la motilita degli spermatozoi, uno dei metodi maggiormente proposti prevede
I’uso 10 ul di seme, posto su un vetrino pre-riscaldato coperto con un coprioggetto e osservato con
un microscopio a contrasto di fase con ingrandimento di 40x. La motilita dello sperma dovuta al
movimento oscillatorio del flagello é calcolata in percentuale.

Per ultimo occorre valutare la vitalita degli spermatozoi, per far cio si utilizzano diverse metodiche:

e Metodi di colorazione differenziale in fluorescenza (fig. 3) Carbossifluoresceina diacetato
(CFDA) e propidio ioduro (PI) (fig. 2): utilizzabile sia su seme fresco che congelato, diluiti
con una soluzione salina composta da 200 mM di saccarosio, 50 mM di NaCl, 18.6 di Sodio
Lattato, 21 mM HEPES, 10 mM KCI, 4 mM di NaHCO3, 2.8 mM di glucosio, 0.4 mM di
MgSO4, 0.3 mM di piruvato di sodio, 0.3 mM di K2HPO4, 1.5 Ul/ml di penicillina, 1.5
mg/ml di streptomicina, il tutto a pH di 6.5.

Figure 3. Colorazione differenziale in fluorescenza (CFDA/PI) di spermatozoi di Alpaca.

Il campione diluito viene miscelato con 3 pl di 6-CFA, 3 ul di Pl e 3 pl di formaldeide al 12 % di
volume, quindi incubato a 37° per 15 minuti al buio.

Quindi la valutazione si effettua osservando con luce UV 100 cellule in differenti campi e si
esprime in percentuale (sperma vitale CF+PI-, verde; sperma danneggiato CF+, PI+ acrosoma verde
e post-acrosoma rosso; morti CF-, P1+, rosso uniforme)

e Test hypo-osmotic swelling test (HOST)

Si mette il campione in soluzione iposmotica con 2.45 mg di fruttosio e 4.5 mg di sodio citrato in un
millilitro di acqua distillata, vengono incubati per 20 minuti a 37 gradi. Gli spermatozoi col flagello
arricciato vengono considerati positivi. Utilizzabile per sperma congelato o fresco.

e Marker della apoptosi



Il seme diluito sia fresco che congelato viene posto in una Eppendorf di 2.5 ml messa al buio

0 meglio non colorata, uniti con 250 pl del liquido nell” apposito Kit (apoptosis detention kit UK) e
miscelato pipettando. Quindi vengono incubati per 15 minuti al buio e a temperatura ambiente. Si
usa come fissativo del colorante la formaldeide (2.5 ul). Poi si contano 100 spermatozoi,
sottoponendoli alla luce UV in differenti campi e considerando: cellule vitali CF+ AN- senza
trasmutazione PS color verde; cellule positive apoptotiche CF +, AN+ acrosoma verde e post
acrosoma nero; spermatozoi morti CF-, AN+ color scuro uniforme.

COMPOSIZIONE DEL PLASMA SEMINALE:

Le analisi biochimiche sul plasma seminale vengono eseguite utilizzando un analizzatore
automatico utilizzato per biochimica clinica.

Vengono misurati gli enzimi presenti nel liquido seminale come la ALT, GGT, ALP, fosfatasi
acida, creatinchinasi, glucosio, urea, creatinina, proteine totali, albumina, trigliceridi, colesterolo e
calcio.

Successivamente si procede a elettroforesi proteica per quantificare e identificare le proteine
presenti nel plasma seminale. Sono state identificate proteine di differente peso molecolare da 200 a
6.5 kDa. L’elettroforesi ¢ condotta a 48 mA per due ore attraverso il PowerPac Basic Power (Bio-
Rad). Dopo la corsa ellettroforetica il gel viene colorato con Comassie Brillian Blu. In particolare
I’interesse della comunita scientifica si & puntato sulle proteine di peso molecolare 14.4 kDa, in
quanto si ritiene siano il cosiddetto Ovulation Inducing Factor presente in quasi tutte le specie ma di
particolare importanza nei camelidi come vedremo nel capitolo successivo.

Le immagini elettroforetiche del gel colorato sono poi analizzate tramite programmi particolari
(Sante Dico Wiee image j program), dove si misura I’intensita delle bande di gel e si analizzano le
proteine totali e la concentrazione proteica relativa (figura 4.).

Figura 4. Esempio di immagine dell’elaborato elettroforetico (modificato da Juyena et al., 2012)
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CITOLOGIA TESTICOLARE

L’ago-aspirato testicolare e una tecnica comprovata, semplice e minimamente invasiva, con la quale
si possono valutare parametri delle cellule epiteliali e seminifere in poco tempo. Questa tecnica non
crea effetti negativi sulla qualita dello sperma o danni sul tessuto testicolare anche se il suo uso e
molto limitato nella diagnostica dell’infertilita maschile per i presunti rischi della procedura.

Rispetto alla biopsia testicolare, piu invasiva, la citologia testicolare riesce a fornire notevoli
informazioni sull’infertilita maschile senza complicazioni particolari. Si utilizza una butterfly 21 G
connessa a una siringa da 50 mL e si inserisce nel testicolo aspirando su diversi piani. Una volta
ottenuto materiale sufficiente si preparano almeno 5 vetrini per ogni testicolo. La colorazione
consigliata & la May- Grunwald Giemsa e quindi si vanno a valutare i vari tipi di cellule della linea
spermatogenica e le cellule del Sertoli (figura 5.).

Figura 5. Citologia testicolare in alpaca (modificato da Stelletta et al., 2011)
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AGGIORNAMENTO SULLE CARATTERISTICHE CHIMICO-FISICHE NEL SEME DEI
CAMELIDI: ISOLAMENTO DELL’ O.LLF. (OVULATION INDUCING FACTOR)

Al fine di migliorare le possibilita di fecondazione artificiale, nel corso degli ultimi trenta anni si
sono intensificati gli studi sulla composizione chimica del seme dei camelidi. Fin dai primi studi
eseguiti sui cammelli battriani si scopri la capacita di indurre ovulazione del liquido spermatico dei
maschi di questa specie sia per somministrazione intra vaginale (Chen et al., 1985; Xu et al., 1985),
sia per via i.m./ intrauterina (Pan et al., 1992).

Grazie a metodiche sofisticate, che illustreremo in seguito, si € arrivati alla scoperta anche nello
sperma dei camelidi sudamericani di un fattore inducente I’ovulazione (O.l.F.), che risulta presente
in tutti i mammiferi, anche filogeneticamente molto distanti. In particolare si € vista la presenza di
questo fattore sia in specie a ovulazione spontanea sia in specie a ovulazione indotta come nei
camelidi. Questo fattore, tra 1’altro, € stato dimostrato che modifichi il ciclo estrale e quindi
I’ovulazione, anche nella specie bovina (Ratto et al., 2006b), suina (Bogle et al., 2011), coniglio
(Silva et al., 2011a). Quindi, mentre prima si pensava che I’O.1.F. fosse un elemento vestigiale di
scarsa importanza nelle specie ad ovulazione spontanea, se ne sta rivalutando 1’importanza per 1’
attivita riproduttiva.

Questa sostanza e un potente stimolatore della secrezione dell’ormone LH (Paolicchi et al., 1999;
Ratto et al., 2011) in tutte le specie tanto che studi sperimentali hanno dimostrato indurre
ovulazione anche in topi femmine prepubere (Bogle et al., 2011). Inoltre é stato dimostrato anche
aumentare la progesteronemia (Adams et al., 2005) (fig. 7). L’O.lL.F. € una proteina con una massa
molecolare attorno ai 14 kDa, come si vede dopo trattamento tramite con cromatografia in colonna
di idrossiapatite (Ratto et al., 2012). Tramite questa tecnica si sono suddivise le proteine del seme in
tre grosse frazioni, A B e C, e nella frazione C in particolare é stata evidenziata una banda
abbastanza larga con proteine con massa di circa 14 kDa. Successivamente la frazione C é stata
ulteriormente purificata e sono state distinte due ulteriori subfrazioni, C1 e C2. La frazione C2
contiene la piu alta concentrazione di queste proteine di 14 kDa. Come dimostrato in letteratura
(Ratto et al., 2012) (fig 8) questa frazione é quella che determina, una volta somministrata ai lama
femmina, ’aumento dell’LH. Da questa proteina sono stati isolati quattro peptidi tra i 12 e i 17
aminoacidi ciascuno, con una sequenza omologa tra 1’80 e il 100 % del fattore di crescita neuronale
di tipo B (B-NGF) di diverse specie, tra cui I’umana, la bovina e la murina. Questa somiglianza tra
peptidi é stata confermata anche da altri lavori, altre procedure, in particolare la valutazione tramite
X-Ray della struttura cristallina della O.I1.F. e del B-NGF. In base a questo si € anche provato a
valutare I’effetto che I’iniezione o la somministrazione per via vaginale dell’ O.1.F. e di B-NGF, che
si trova in grande abbondanza nella ghiandola sottomandibolare dei topi e si e visto che la
somministrazione della stessa quantita delle due sostanze su lama femmina dava ovulazione, se
somministrata intramuscolo, su 4 femmine su 4 per I’O.LF. e di 2 femmine su 4 per il B-NGF,
mentre, se somministrate EV, stimolavano 1’ ovulazione entrambe su 4 femmine su 5 (Ratto et al.,
2012; Kershaw-Young et al., 2012).



Quale che sia il tratto o la ghiandola dell’apparato sessuale maschile, che produca I’O.1.LF non é
ancora precisato. Anche se la concentrazione dell’O.LF. nel testicolo nei camelidi ¢ alta e sembra
avere un ruolo importante nella spermatogenesi, si & visto che nei cammelli battriani
deferenctomizzati (Chen et al., 1985), lo sperma conteneva lo stesso O.l.F. e stimolava lo stesso
I’ovulazione delle femmine. Quindi ¢ probabilmente prodotto da una ghiandola dell’apparato
sessuale, in particolare da prostata o dalle ghiandole vescicolari. anche se la concentrazione
dell’O.LF. nel testicolo nei camelidi e¢ alta e sembra avere un ruolo importante nella
spermatogenesi. L’azione dell’O.L.F. e del B-NGF viene ricondotta ad una stimolazione dell’asse
ipotalamico- ipofisario, anche se servono ulteriori investigazioni per capire con quali meccanismi
riesca a influenzare 1’ovulazione.

Con questa scoperta si apre una pagina nuova non solo per il controllo dell’ipofertilita dei camelidi,
ma anche in altri animali ed anche per I’'uomo, anche per I’assenza di specie —specificita della
molecola (Kershaw-Young et al., 2012).

Studi successivi (Tanco et al., 2011) hanno provato a somministrare dosi purificate di O.L.F .
proveniente dal liquido spermatico del lama in tre campioni di femmine somministrando ad ogni
campione di femmine 500 pg, 250 pg ,125 pg, 60 pg intramuscolo che rispettivamente
rappresentano da un 1/25 a 1/200 del quantitativo presente in un eiaculato di questa specie. Quindi
si e andata valutare la risposta dose dipendente, calcolando la concentrazione LH ematica,
I’incidenza dell’ovulazione, il diametro massimo del corpo luteo e giorno dopo giorno il diametro
del corpo luteo e la progesteronemia (fig. 9-10).

Le conclusioni degli autori furono che I’O.LF. estratto e purificato dal plasma seminale ha un
effetto dose-dipendente nell’ovulazione e nella forma e nella funzionalita del corpo luteo ad una
dose come minimo di un centesimo di quello presente nell” eiaculato (fig .11).

In un altro lavoro (Kershaw-Young et al., 2012) fu raccolto il seme di sei maschi di alpaca,
maggiori di sei anni di eta, in buone condizioni di salute generale, con testicoli di almeno 3 cm di
lunghezza. 1l seme, veniva trattato nella seguente maniera: con centrifugazione dopo 3 minuti dalla
raccolta a 10.000 giri per 30 minuti, sospensione, scartata la parte di pellet spermatico. Quindi viene
centrifugato nuovamente in modo da eliminare tutti gli spermatozoi e quindi mantenuto a 80 gradi
centigradi per la seconda fase della sperimentazione. Nella seconda fase furono scelte 20 femmine
di alpaca, stabulate in box in gruppi di cinque, mantenute a fieno e acqua ad libitum. Tutte le
femmine avevano avuto almeno una gravidanza con parto e tutte erano maggiori di quattro anni di
eta. Ad ogni femmina di alpaca fu iniettato 250 ug IM di Cloprosterolo (Estrumate Intervet) per
distruggere eventuali corpi lutei dalle ovaie. 24 ore dopo furono somministrate 4 ug IM di
Buserelina (Receptall Intervet), per indurre 1’ovulazione e sincronizzare le fasi follicolari. La
luteolisi fu indotta 11 giorni dopo usando 200 ug di Cloprosterolo. Quindi vennero esaminate con
uno studio ecografico tramite sonda trans-rettale le femmine di alpaca che presentarono un follicolo
dominante di 6-10 mm di diametro e furono trattate in maniera random con uno di questi prodotti:

1. 1 ml di soluzione fisiologica IM

2. 4 ug IM di Buserelina



3. 2 ml di plasma seminale iniettata IM raccolto nella prima fase di sperimentazione di questo
lavoro

4. 1mlIM di B-NGF

Tutte le femmine di alpaca furono esaminate successivamente con ecografia trans-rettale 28-30 ore
dopo il trattamento per valutarne 1’evoluzione. Si valutd I’avvenuta ovulazione in base all’ assenza
del follicolo dominante. L’ecografia fu ripetuta anche 8 giorni dopo il trattamento per confermare
I’ovulazione e determinare le dimensioni del corpo luteo. Furono anche raccolti campioni di sangue
dalla vena giugulare al G8 in contemporanea all’ecografia per determinare la progesteronemia
(Progesteron Kit, Diagnostic Products).

I risultati furono che avevano risposto ovulando con il Buserelina quattro su cinque femmine, col
plasma seminale tre su cinque femmine e invece quattro su cinque col B-NGF. Al contrario con la
soluzione salina di controllo nessuno aveva ovulato (tabella 1).

Anche se sono necessarie ulteriori indagini per capire come e in quali specie questo fattore di
crescita neuronale puo determinare 1’ovulazione, questo lavoro ha dimostrato che I’O.LF ¢ il -
NGF sono la stessa molecola (confermato anche da uno studio di Ratto et al., (2012). Quest’ultimo
lavoro ha dimostrato sia tramite tecniche chimico-fisiche sia tramite I’attivitda inducente
I’ovulazione in due specie toro e lama che il B-NGF ¢ I’O.1.F. isolato dai camelidi e dai tori.

Tabella 1. Diametro follicolare prima del trattamento, diametro del corpo luteo (CL) e della
progesteronemia al giorno 8 dopo il trattamento con 1ml di soluzione fisiologica, 4 ug di buserelina,
2 ml di plasma seminale o 1 mg di B-NGF umano.

Treatment group Follicle diameter CL diameter Progesterone
(mm) (mm) (ngmL™")
Saline 8.0 +0.6" None present 0.124+0.01°
Buserelin 8.8 +0.7" 9.3+1.5° 401 +0.90°
Seminal plasma 8.2+0.8" 9.3+1.3" 244 40.72°
B-NGF 8.0+1.2% 10.3 +1.0° 3.28 4+ 0.68"

da Kershaw-Young et al. 2012
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Figure 6. Concentrazione plasmatica dell’LH nelle femmine di alpaca dopo trattamento i.m. con
plasma seminale di Lama, GnRH o PBS (soluzione salina tamponata con fosfati) (da Adams et al.,
2005).
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Figure 7. Progesteronemia (mean + SEM) in femmine di Lama dopo trattamento i.m. di liquido
seminale di Lama, GnRH o salina tamponata con Fosfato(PBS).
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Figure 8. Risultati ottenuti sulla concentrazione di LH ematico nelle Femmine | Lama dopo
somministrazione di differenti frazioni proteiche del liquido seminale di Lama.
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cromatografia per gel-filtrazione) e Salina tamponata con Fosfato (PBS, controllo negativo).
*intervallo nel quale | valori dei soggetti trattati con SP o C2 sono piu alti (P<0.05) che negli altri
soggetti trattati in maniera diversa (Ratto et al., 2011).
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Figure 9. Effetti della somministrazione delle frazioni proteiche del liquido seminale sul diametro
del CL e sulla progesteronemia nei Lama.
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Figure 10. Concentrazione ematica dell’ LH (mean + SEM) in femmine di Lama che hanno ovulato
dopo trattamento con OIF (500 pg m; 250 ug A, 125 ug o, 60 pug * and PBS o).
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Figure 11. Diametro del CL (a) and Progesteronemia (b) in Lama femmine trattati con singola dose
intramuscolare di OIF (60 ug *, 125 ug o0, 250 ug A, 500 ug m) or PBS (o).
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Appendice 1

Di seguito riportiamo tabelle riassuntive di diversi lavori su Lama (Lama glama) di diversi autori
che riportano i dati ottenuti con la somministrazione dell’O.LF., i.m. e intra- uterino con e senza
raschiamento endometriale (tabella 2) (Adams et al.2005, Ratto et al., 2005), con frazioni del
plasma seminale/plasma seminale in toto, plasma seminale non trattato e trattato con varie
procedure chimico — fisiche (Tab. 3) (Ratto et al.,, 2011). La Tabella 4 riporta invece i dati
comparativi non solo sulla ovulazione, ma anche sullo sviluppo del C.L. tra plasma seminale, le
varie frazioni proteiche isolate dal plasma seminale e con la salina tamponata (Ratto et al., 2011).
La tabella 5 riporta gli effetti dose dipendenti su ovulazione e sviluppo del C.L. della
somministrazione di O.1.F. purificato (Tanco et al., 2011). Infine la Tabella 6 riporta le percentuali
di successo ottenute con plasma seminale etero-specifico e co-specifico in varie specie.

Tabella 2. Effetti del plasma seminale sul tasso di ovulazione ottenuti mediante differenti vie di
somministrazione e con o senza raschiamento uterino (elaborato da Adams et al., 2005; Ratto et al.,
2005).

Intrauterino con

Intramuscolare Intrauterino raschiamento
Liquido  Soluzione Liquido  Soluzione Liquido Soluzione
Percentuale di seminale salina seminale salina seminale salina
ovulation
Alpacas (Adams et 13/14%  0/14° 0/12° 0/12° . .
al., 2005 - OIF) (93%) (0%) (0%) (0%)
Alpacas (Ratto et al., 14/15° 0/15° 7117° 0/15° 10/15®  0/15°
2005) (93%) (0%) (41%) (0%) (67%) (0%)
Llamas (Adams et 6/6° 0/6° B B B B
al., 2005 - OIF) (100%) (0%)
Total 33/35% (/351 7/29° 0/27¢ 10/15¢  0/15¢
(94%) (0%) (24%) (0%) (67%) (0%)
a,b,c,d

tra parentesi le percentuali differenti (P < 0.05)

Tabella 3. percentuale di ovulazione nei Lama trattati con differenti frazioni del liquid seminale
selezionate o in base al peso molecolare o dopo vari tipi di procedure. Modificato da Ratto et al.,
2011.

Liquido

: . >30 kDa 10-30 kDa 5-10 kDa <5 kDa
seminale in toto
9/9? 9/9° 0/9° 0/9° 0/9°
(100%) (100%) (0%) (0%) (0%)
Liquido
seminale non Carbone calore (65°C) Proteinasi K Pronasi E
trattato
16/17°2 7178 7178 7178 0/10°
(94%) (100%) (100%) (100%) (0%)
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2P tra parentesi sono indicate le percentuali (P < 0.01).

Tabella 4. Effetti sulla ovulazione e sullo sviluppo del corpo luteo nei lama ottenuti dalla
somministrazione della frazione proteica del liquido seminale isolato tramite cromatografia a
colonna (mean £ SEM). Modificata da from Ratto et al., 2011.

Soluzione Plas'ma . Frazione . )
) seminale in Frazione B Frazione C,
salina A
toto

ESL‘}ZQ}SﬁLe di 0/14% 14/15° 0/14% 2/15°% 14/15
(%) (0%) (93%) (0%) (13%) (93%)
Primo giorno di sviluppo ---
del CL 29+0.1° 25+05® 21+02°
(DayO=treatment)
Diametro max del CL 11.0+04° 120+10% 13.3+04
(mm) .0=+0. 0+1. 3+0.
Diametro del CL al 159  --- 4.9+ 02 45405 64405
(mm) 9+0. 5+0. 4+0.

a,b tra parentesi sono riportati Te percentuall (P < O 01)

Tabella 5. Effetto della dose di OIF purificato nella ovulazione e sviluppo di CL nei Lama
(modificato da Tanco et al., 2011).
Soluzione

Group salina 60 pg 125 ug 250 ug 500 pg
Percentuale di soggetti che 0/10° 3/10° 7/10° 9/10° 9/10°
hanno ovulato (0%) (30%) (70%) (90%) (90%)

. . . a b b b
Giorno di sviluppo del CL 33+03 2302 25+02 21+01

. --- 10.9 + 11.6 + 10.8 + 135 +
Diametro max del CL a ab a b

1.0 0.7 0.7 0.5

Diametro del CL all’ottavo a 113 + 104 + 128 +

; 85+20 ab ab b
giorno 0.8 0.7 0.6

2P tra parentesi sono riportate le percentuali(P<0.05)
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Tabella 6. Ovulazioni ottenute con i trattamenti di plasma seminale co-specifico e etero-specifico
nelle varie specie.

Gl Control Seminal plasma
Bactri salli

females Neg. Pos. Llama AgEe [Real Bull Boar
an a t on

Bactrian 0/7 6/8 3/7 0/3
(Chen et al.,

1985)

Bactrian 9/10 1/3
(Pan et al.,,

1992)

Alpacas (in --- 6/10 4/11 -
Sumar,

1994)

Llamas 0/19* - 19/19°  19/19 5/19° -
(Ratto et al., b

2006b)

Llamas 0/16*  --- 18/18°  --- 517°  3/17®
(Bogle et

al., 2011)

Cows 1/11 9/11 --- 1/11 --- --- --- ---

(VanSteelan

dt et al,

2008)

Mice 6/36°  31/36° --- 28/36°  ---

Owv. per 6.2+1. 27.4%2. 19.2+2.

mouse 3? 7 g°

(Bogle et

al., 2011)

Rabbits 0/5 6/6 0/7 0/7

Ov. per 0+0*  7.0+0.6 0+0° 0+0°

rabbit b

0/5 4/5 5/5
Llamas
(Silva et al.,
2011b)

a,b,c tra parentesi sono riportate Te percentuali (P < O 05)
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TECNICHE DI EMBRYO TRANSFER NELL’ALPACA: RECENTI AGGIORNAMENTI

Prima di parlare delle nuove esperienze nell’ambito della riproduzione assistita, conviene ricordare
alcuni aspetti peculiari del ciclo riproduttivo nei camelidi sudamericani.

Le femmine di Lama, Vigogna e Alpaca sono animali ad ovulazione indotta. L’ovulazione puo
essere indotta in diverse maniere:

con la semplice presenza e visione del maschio (Vivanco et al. 1985);

con il rapporto di copula e la sua durata (Vivanco et al. 1985; Sumar, 1985);

- con la somministrazione di ormoni esogeni (Rodriguez, 1959; England et al., 1969; Leyva
et al. 1977; Bravo et al 2000);

- con la somministrazione dell’ O.L.LF. come precedentemente descritto (Adams et al., 2005;
Ratto et al., 2006b).

Tutti questi stimoli, perd, hanno successo solo se intervengono in un momento, nel quale siano
presenti nelle ovaie di questi Camelidi, follicoli di almeno 6 mm di diametro (Adams & Ratto,
2001; Bravo et al., 1991). Solo cosi si puo avere un’ovulazione nelle 30 ore successive, la
formazione di un CL nei 2-3 giorni successivi (Adams et al., 1989), che regredisce 11-12 gg dopo in
assenza di concepimento (Adams et al., 1989). Quindi si sono animali ad ovulazione indotta, ma
presentano le cosiddette “Follicular waves” di sviluppo e regressione dei follicoli ovarici (Adams et
al., 1990; Bravo et al., 1990; Vaughan et al., 2004)

L’onda follicolare puo essere suddivisa in tre fasi:

- la prima di sviluppo iniziale: da 2 a 3 mm di diametro si accrescono fino agli 8 mm di
diametro, impiegandoci dai 4 ai 5 giorni;

- laseconda di maturazione dove i follicoli raggiungono i 12 mm in 5 giorni;
- laterza di regressione che parte dal sesto giorno e dura circa 4 giorni.

Dopo circa 2-3 giorni inizia lo sviluppo di una nuova follicolar wave, in seguito alla fase di
regressione dell’onda precedente (Bravo et al., 1990).

Lo sviluppo delle ondate follicolari avviene ad ovaie alterne nell’81% dei casi (Bravo et al., 1990),
ovviamente questo in media ma sussistono variazioni individuali come dimostrato in letteratura
(Vaughan et al., 2004).

La lunghezza della follicolar wave é direttamente proporzionale al diametro massimo del follicolo
maturo (Vaughan et al., 2004); nello stesso lavoro Vaughan asserisce che la maniera migliore per
dimostrare quando ovulera un’alpaca ¢ osservare il momento di emergenza del follicolo dalla
superficie ovarica: in 10 giorni da questo momento avverra 1’ovulazione.
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CONTROLLO DEL CICLO OVARICO DEGLI ALPACA

E fondamentatale conoscere la fase di crescita del follicolo nella quale si trova una femmina. Per
questo si possono utilizzare diverse tecniche:

- monitorare i soggetti donatori tramite ecografia, finché non vediamo I’insorgenza di un follicolo;

- indurre I’ovulazione con le tecniche sopracitate (ormonali o con ’accoppiamento) e indurre la
regressione del CL 2 giorni dopo con PGF2a (Fernandez-Baca et al., 1979; Gamarra et al., 2007);

- altri hanno provato a controllare il ciclo ovarico, inducendo una fase luteinica artificiale con
progestinici (Alberio et al., 1996; Chaves et al., 2002) oppure con 1’ablazione del follicolo
dominante sia con tecniche ormonali sia con tecniche chirurgiche (Ratto et al., 2003).

Recentemente Vivanco (settembre 2013) partendo dal lavoro di Vaughan del 2004, ha provato uno
studio di stimolazione della super ovulazione valutando 1’inizio dell’onda follicolare e stimolando
I’ovaio con le gonadotropine per produrre piu follicoli maturi.

Secondo Vivanco quindi questi follicoli raggiungono i 6-12 mm di diametro e sono funzionali per
poter ottenere un corpo luteo. Follicoli di dimensioni inferiori non riescono a indurre una
produzione sufficiente di LH e quindi la femmina non riesce a ovulare e/o ad avere un CL
successivo all’ovulazione. Follicoli di dimensioni maggiori, al contrario, per motivi di
degenerazione, anch’essi non riescono a produrre CL adeguati.

Allo stesso tempo altri lavori eseguiti sul lama (Bravo et al., 1991) hanno dimostrato che il lama

produce livelli piu elevati di LH rispetto I’alpaca; per questo ¢ ancora piu interessante il lavoro di
Vivanco 2011.

LO SVILUPPO DELLE TECNICHE DI SUPER OVULAZIONE NEGLI ALPACA

La maggior parte dei lavori sulla super ovulazione dei camelidi sud americani sono stati applicati
sui lama. Visto I’'importanza delle applicazioni commerciali del tessuto che si ricava dagli alpaca,
ultimamente 1’interesse di far aumentare la popolazione di questa specie € aumentato.

Negli ultimi venti anni solo pochi studi sono stati eseguiti per standardizzare le tecniche di super
ovulazione e queste tecniche iniziali prendevano spunto dai protocolli di super ovulazione delle
pecore:

- Correa et al. (1992) hanno trattato 2 campioni di quattro alpaca dopo aver indotto una fase
progestinica di 12 giorni in 2 maniere diverse:

ai primi 4 al primo giorno fu somministrata un’iniezione di FSH, altri 4 al 12esimo giorno
gli fu somministrata I’eCG.
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| risultati furono che entrambi i campioni avevano in media 4.5 CL e 1,1 embrioni
trasferibili per donatore

- Novoa et al. (1999) invece selezionarono le donatrici tramite ecografia scegliendo quelle che
avessero follicolo di 7 mm di diametro iniettando dai 500 ai 750 di gonadotropina corionica
al Giorno 0 e gonadotropina umana da 700 a 1000 UI al quinto giorno dall’accoppiamento
raccogliendo embrioni per via laparatomica, in media 1,7 embrioni per alpaca.

- Gamarra et al. (2007) eseguirono I’utilizzazione dell’iniezione di FSH al sesto giorno di una
fase progestinica di 9 giorni senza controllare le dimensioni del follicolo dominante senza
ottenere dei grandi risultati. Questo lavoro, ripreso da Miragaya (2006), verifico infatti che
la somministrazione di gonadotropine con un follicolo dominante di 5 mm induceva il solo
sviluppo del follicolo dominante e non di tutta la corte.

Riassumendo, per ottenere un maggior numero di embrioni per donatore due sono le cose
fondamentali per scegliere quali ormoni utilizzare e/o quando intervenire con 1’accoppiamento:

1. la somministrazione di FSH e/o gonadotropine durante una fase progestinica naturale o
artificiale

2. il controllo delle dimensioni del follicolo ovarico dominante.
Vivanco et al. (2010-2013) hanno studiato, partendo da questi lavori, un nuovo protocollo:

- il gruppo di donatrici viene selezionato tramite ecografia scegliendo alpaca con follicoli di
almeno 8 mm o piu, quindi viene indotta un’ovulazione con accoppiamento con maschi
vasectomizzati e iniezione di GnRH subito dopo I’accoppiamento; successivamente i
soggetti che avevano formato un CL funzionale vengono trattati con 1000 Ul di eCG due
giorni dopo I’accoppiamento, al G7 viene iniettata prostanglandina e al G8 vengono
accoppiati due volte con maschi fertili e nuovamente con GnRH e quindi gli embrioni
vengono raccolti al G15. In questa maniera il numero mediodi CL fu 6 e il numero
medio di embrioni fu 2.77 come riportato nelle tabelle 7-8.
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Tabella7. Tecniche di super ovulazione per alpaca (Vivanco, 2013)

Day DONORS RECIPIENTS

Selection of alpacas with follicles of 8 mm
diameter or more.

Application of GnRH (0.0084 mg. of
Buserelin acetate) to selected females and
natural mate them with vasectomized male

(PM)

Day 0

Day 2 Application of 1000 i.u. of eCG (AM)

Application of PGF2a (0.25 mg.of

Day 7 Cloprostenol) (AM)

Verify if follicles are at 8mm or more, Application of GnRH (0.0042 mg.

perform of Buserelin acetate) + natural
Day 8 First mating with fertile male and application | mating with vasectomized male
of 750 UI hCG (AM) (PM)

Second mating (PM)

Day 14 Embryo collection (mid day) Embryo transfers (mid day)

Tabella 8. Risposte superovulatorie di alpaca trattati con eCG all’inizio dell’onda follicolare in
presenza di un CL funzionale.

Total embryos Transferable
N°of donors | Total CL/ donor collected/donor Blastocyst collected/

IRIALJYEAR Mean + SD Mean = SD donor
Mean + SD
I, 2010 10 6.70 £2.20 3.52+£3.01 3.00 £2.87
I, 2012 26 6.00 £2.01 250 £2.28 1.50 = 2.00
IL, 2013 17 6.88 £2.15 418 £5.11 3.80 £ 4.87
IV, 2013 20 6.81 £3.22 3.69 £3.42 3.13+£3.24

Data: Vivanco et al. not published. Trial IV was performed this year one month after trial III.

Altri lavori (Vaughan, 2012) hanno ottenuto su 1600 donatori utilizzando Buserellin e FSH una
media di 6.6 di CL per donatori, ma una media di embrioni piu bassa, ovvero 2.6 per donatore.

Infatti, non & importante avere solo la superovulazione ma anche avere dei CL funzionali che si
possono ottenere da follicoli di almeno 4 mm di diametro al momento della induzione della
ovulazione (Bravo et al., 1991).

Infine Vivanco (2010-2011) sottolinea di avere avuto migliori risultati con 1’utilizzo delle
gonadotropine equine rispetto il FSH nelle Alpaca.
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Per quanto riguarda i soggetti riceventi, sono state utilizzate una tecniche simili a quella per indurre
ovulazione per I’inseminazione artificiale: accoppiamento con maschi vasectomizzati o iniezione di
GnRH o iniezione di hCG o combinazione di accoppiamento con maschi vasectomizzati piu GnRH
0 hCG. Il ricevente veniva indotto a ovulare lo stesso giorno del donatore. Ratto et al., (2006) non
hanno riscontrato differenze particolari nelle varie tecniche di stimolazione dell’ovulazione dei
lama. Gamarra et al. (2007) invece negli alpaca hanno preferito usare 1’accoppiamento con maschi
vasectomizzati con 10 Ul IM subito dopo la copula. Ecografata al settimo giorno 82.14 % degli
alpaca avevano ovulato con 3.57% di doppia ovulazione, 50% nell’ovaio di destra e 50 %
nell’ovaio di sinistro.

LA TECNICA DI EMBRYO FLUSHING E EMBRYO TRANSFER

La tecnica di embrio flushing e quella piu utilizzata nei SAC (Alpaca e Lama) e si ottiene con la
cateterizzazione transcervicale dell’utero (Taylor et al, 2000). Il diametro del Foyle utilizzato é da
12 a 20 Fr.g con 5 cc di aria necessaria per cuffiare il catetere. Altre tecniche di embryo flushing
chirurgiche in laparotomia sono state utilizzate in tempi piu remoti da (Novoa & Sumar, 1968).

Per trasferire gli embrioni, la tecnica & molto simile a quella utilizzata nelle vacche con I’utilizzo di
cateteri e pistolette commerciali da 0.25 cc (Taylor et al., 2001).

Si puod anche utilizzare una tecnica in chirurgia laparoscopica con I’esteriorizzazione dell’apice del
corno uterino sinistro e il trasferimento dell’embrione nel corno uterino sinistro dell’alpaca
ricevente indipendentemente da quale ovaio avesse ovulato in quanto il corno sinistro ha una
migliore capacita di mantenere la gravidanza (Fernandez- Baca et al., 1979).

Le medie di gestazione ottenute con la tecnica di chirurgia laparoscopica sono piu alte (Vivanco,
2013)

RISULTATI DELLA GRAVIDANZA

Nel lavoro di Vivanco (2013) sono stati comparati 3 gruppi dove i riceventi erano stati indotti a
ovulare lo stesso giorno delle donatrici, nel secondo gruppo un giorno prima e il terzo gruppo un
giorno dopo le donatrici.

Il gruppo che ha avuto la piu alta media di gravidanza é stato il terzo gruppo con il 44.5%,
soprattutto quando gli embrioni erano trasferiti con la tecnica assistita di laparoscopia chirurgica.

L’autore ha raccolto gli embrioni a sei giorni e mezzo dall’accoppiamento nel 91% a stadio di
blastocisti espansa.
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Questo veloce sviluppo dell’embrione ¢ probabilmente legato alla necessita di mandare il prima
possibile all’utero il segnale di gestazione.

Vaughan (2012) riporta il 41.8% di media di gravidanza da 3963 riceventi di embrioni ottenuti con
la superovulazione e la media di 42.4% da 553 riceventi embrioni prodotti da singole ovulazioni.

COMMENTI FINALI

Pur rimanendo ancora inferiori, con le attuali tecniche di riproduzione assistita, le percentuali di
gestazione rispetto ad altre specie i dati interessanti dell’ultimo lavoro di Vivanco (2013) devono
stimolare la ricerca di nuovi approcci migliorativi.

Anche la crioconservazione degli embrioni prodotti in vivo € ancora molto pionieristica.
Recentemente Skidmore et al. (2005) hanno proposto un protocollo per i cammelli con risultati
abbastanza bassi. La produzione in vivo rispetto alla produzione in vitro presenta vantaggi per il
basso investimento iniziale e per la resistenza dell’embrione prodotto.

| sistemi in vitro, pur avendo altri vantaggi come aumentare in maniera piu veloce il numero di
embrioni riducendo I’intervallo generazionale, sono ancora da protocollare.

In definitiva negli alpaca il successo notevole ottenuto negli ultimi 10 anni (4 embrioni per donatore
con 45% di gravidanza) ci permette di insistere su queste tecniche di riproduzione assistita. Il vero
problema da sciogliere ¢ 1’utilizzazione dello sperma del maschio che ¢ poco concentrato, ha un
volume esiguo ed & molto viscoso. Ecco quindi che la tecnica in vitro di fertilizzazione puo essere
un’alternativa da seguire per selezionare molti discendenti da maschi selezionati.
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