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STUDIO DELLA CITOTOSSICITA’ DI COMPOSTI ORGANOMETALLICI A BASE DI SALI DI FERROCINIO 

Tutors: Prof. Ilario Viano 
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INTRODUZIONE
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La storia degli agenti antitumorali contenenti un atomo metallico incominciò dalla metà degli anni sessanta quando Barnett Rosenberg scoprì le proprietà antitumorali del complesso cis-diamino-dicloro-platino(II), noto con il nome di cisplatino o cis-DDP. Questo evento migliorò notevolmente la situazione terapeutica per i casi di tumori testicolari, per i carcinomi della testa e del collo e, seppur in modo minore, per i casi di tumore al polmone (1).


Per quanto riguarda gli agenti citotossici non contenenti platino, un ruolo importante è svolto dai metalloceni dicloruri.
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Questi complessi contengono come atomo centrale (M) un metallo all’interno della serie di transizione d come titanio, vanadio, niobio o molibdeno nello stato di ossidazione (IV), due anelli ciclopentadienilici non sostituiti, coordinati ( al metallo, e due atomi di cloro covalentemente legati all’atomo centrale e disposti in posizione cis tra loro. Il complesso assume così una geometria a tetraedro distorto.


Köpf-Maier e Köpf (2) hanno dimostrato che questo tipo di farmaci antitumorali, in modo particolare il titanocene dicloruro ed il vanadocene dicloruro, sono efficaci contro alcuni tumori, come l’adenocarcinoma del colon, contro i quali gli agenti citostatici a base di platino sono poco attivi.

Il meccanismo di azione di questi complessi non è del tutto chiaro, tuttavia si pensa che, una volta dissociati i due atomi di cloro, il frammento metallico attacchi direttamente il DNA.  La coordinazione alla doppia elica del DNA altera il normale funzionamento della cellula conducendola all’apoptosi.

Cis-DDP e metalloceni dicloruri appartengono entrambi alla categoria degli agenti alchilanti in quanto entrambi possiedono gruppi dissociabili che, una volta allontanati, permettono all’atomo metallico di legarsi covalentemente al DNA e di alterare l’attività cellulare.
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Non appartengono sicuramente a questa classe, poiché non hanno gruppi dissociabili, altri metalloceni come il [image: image11.wmf]T
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ferrocene bis((5 ciclopentadienile)ferro(II) ed i sali di ferrocinio.


Le capacità antitumorali dei ferroceni sono state studiate a lungo da Köpf-Maier e Köpf i quali hanno concluso il loro studio affermando che non esercitano attività antitumorale (3-5).

Risultati opposti sono stati ottenuti, invece, con il ferrocinio bis((5 ciclopentadienile)ferro(III) che ha mostrato discrete capacità nell’inibire la crescita delle cellule tumorali.Tale studio ha preso in esame diversi controioni associati al ferrocinio, ed ha valutato le proprietà antitumorali dei diversi sali di ferrocinio contro le più diffuse neoplasie. Quanto riportato da Köpf-Maier e Köpf per il ferrocene non spiega perchè il ferrocene non abbia attività antitumorale, che sarebbe comunque difficile da rilevare vista la sua scarsa solubilità in ambiente acquoso, e perché il ferrocene nell’ambiente cellulare rimanga tale.


In test in vitro i ferroceni sostituiti con gruppi idrofili dimostrano citotossicità dopo 9 giorni di trattamento continuo, giustificabile ipotizzando che sia dovuta al ferrocinio formatosi all’interno della cellula per l’ossidazione del ferrocene stesso. Il ferrocene, per trattamenti brevi (1h), risulta non citotossico, mentre l’attività dei sali di ferrocinio è evidente già dopo 1h di trattamento (6).


In uno studio recente di Osella et al.(7) è stato effettuato un ulteriore screening sulle proprietà antitumorali, in vitro (colture cellulari neoplastiche trattate per 72 h) e in vivo, di una serie di derivati idrosolubili del ferrocene e del ferrocene stesso incrementandone la solubilità con ciclodestrina. In questo modo è stato possibile veicolare alla cellula, tramite la ciclodestrina, una maggior quantità della sostanza in esame. I risultati sperimentali non hanno mostrato alcuna attività citotossica per i composti del ferro(II) anche a tempi lunghi. Analoghe indagini sui corrispettivi ferrocini hanno riconfermato l’attività antitumorale del ferro(III)(6,7).


Dai diversi studi in vitro emerge come l’attività antiproliferativa dei sali di ferrocinio sembri dipendere molto dal tipo di linea cellulare utilizzata per i test (3,4,6-8). Da queste due considerazioni si può concludere che i ferroceni non hanno attività citotossica e che le proprietà antitumorali sono strettamente legate allo stato di ossidazione del metallo centrale.


Lo stato attuale dell’arte sull’attività antitumorale di ferroceni e ferrocini lascia comunque irrisolti molti quesiti, come le reali solubilità e stabilità di questi composti in ambiente acquoso e come si esercita l’attività citotossica. Non è chiaro se sia la molecola come tale ad essere citotossica oppure i suoi eventuali prodotti di degradazione. L’attività può essere, infatti, influenzata dai sostituenti sugli anelli ciclopentadienilici ed esiste una relazione dose effetto. Inoltre, rimane da verificare se si possa ottimizzare l’attività di questi composti impartendo loro una qualche selettività.

Meccanismo d’azione dei sali di ferrocinio


I dati sperimentali ottenuti con test in vivo suggeriscono che le proprietà antitumorali dei sali di ferrocinio sono strettamente legate allo stato di ossidazione +3 dell’atomo di ferro (3,5,9,7). Queste molecole non possiedono gruppi uscenti in posizione cis, propri dei più comuni composti metallici antitumorali, e non danneggiano il DNA attraverso un meccanismo di alchilazione (infatti non è dimostrabile alcun legame inter- ed intra- catena), ma solo per azione radicalica. 

Un meccanismo proposto per la trasformazione dei sali di ferrocinio produce ioni ferro con stato di ossidazione (II) e (III) (10).

La prima reazione è una solvatazione:

2[FeIIICp2]++nH2O (solvente nucleofilo)( [FeII(H2O)n]2++[FeIICp2]+2Cp( 
che produce specie ioniche ferro 2+ .

Le reazioni successive seguono un ciclo simile a quello di Haber-Weiss (11,12):

[FeII(H2O)n]2++O2 ( [FeIII(H2O)n]3++O2(- 

2O2(-+ 2H2O( O2+ H2O2+2OH-

L’H2O2 così prodotta subisce la reazione di Fenton (13):

[FeII(H2O)n]2++H2O2( [FeIII(H2O)n]3++OH- +( OH

SCOPO DELLA RICERCA

· Valutare la stabilità di cinque differenti composti a base di ferrocinio originali e di nuova sintesi e del ferracene (4) in condizioni fisiologiche, per mezzo della spettroscopia UV-vis.

· Determinare gli effetti in vitro e comprendere il meccanismo d’azione di questi composti utilizzando il modello cellulare MCF-7.

· Studiare la possible relazione stabilità-citotossicità di questa classe di composti.

MATERIALI E METODI

Colture cellulari


Il modello cellulare utilizzato e' stato l'adenocarcinoma mammario umano, MCF-7 (ATCC HTB-22, USA). Tale linea si e' dimostrata sensibile al cis-DDP (10 - 100 (M) e possiede un p53 wild type. Le cellule sono state coltivate in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle-medium), addizionato con 10% di siero fetale bovino (FBS), 2 mM di L-glutamina, 100 (g/ml di streptomicina, 100 U/ml di penicillina e fungizone. Tutti i reagenti sono stati acquistati presso la Sigma (Sigma, USA). Le cellule sono state mantenute in condizioni standard (37°C, 5% di CO2). 

Composti a base di ferrocinio e trattamento delle cellule
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Fig. 1. Struttura dei 5 differenti sali di ferrocinio (14-16)

Le cellule in fase di crescita esponenziale venivano trattate con esposizione continua con le opportune concentrazioni dei composti e mantenute in coltura in condizioni standard. Le cellule utilizzate per i trattamenti venivano tripsinizzate, risospese in DMEM contenent il 10% di FCS e seminate (250.000 cellule/pozzetto) in piastre da 6 pozzetti. Le diluizioni dei composti erano preparate a partire da concentrazioni di 10-2 M direttamente con terreno di coltura. I vari composti sono stati disegnati e sintetizzati in collaborazione con il gruppo del Prof.Osella, Laboratorio di Chimica Inorganica del Dipartimento di Scienze e Tecnologie Avanzate dell’Università del Piemonte Orientale.

Test di vitalità’ e proliferazione (MTT)


Al termine dei trattamenti la vitalità cellulare veniva misurata determinando l’attività dell’enzima mitocondriale succinato deidrogenasi. E’ stato utilizzato il sale solubile di tetrazolio (il 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolo di bromo, MTT, Sigma Chemical Co., St. Louis) (17) che, come substrato di tale enzima, viene convertito in formazano, composto insolubile.  La soluzione di MTT 5 mg/ml, preparata in soluzione salina, veniva aggiunta in ogni pozzetto (1:100) e le cellule venivano quindi incubate per 1 h a 37°C. Il terreno veniva quindi accuratamente aspirato per togliere l’ecceso di colorante. I cristalli di formavano venivano quindi solubilizzati con isopropanolo acidificato (0,001 N HCl in isopropanolo assoluto, 0.12M HCl) e misurati spettrofotometricamente a 570 nm (assorbanza del colorante ridotto) con correzione di background a 690 nm e 630 nm. La percentuale di vitalità cellulare veniva calcolata secondo le equazioni:
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[image: image2]
Nel test di citotossicità del decametilferrocinio vs Ferrocinio la percentuale di vitalità cellulare veniva calcolata considerando il controllo lavato al tempo corrispondente.

Determinazione della stabilità dei differenti composti a base di ferrocinio e del ferrocene in condizioni fisiologiche per mezzo dela spettroscopia UV-vis


Gli spettri UV-vis sono stati registrati con lo spettrofotometro Perkin-Elmer Lambda (18) come funzione del tempo (da 0 a 3000 minuti) utilizzando 4 diversi tamponi a base acquosa. La decomposizione dei complessi è stata seguita attraverso il decremento della banda di assorbenza LMCT  (1e1u →2e1g) (19) che cade nell’intervallo 250-300 nm.

Determinazione del danno ossidativo al DNA cellulare in vitro. 


ll danno ossidativo sul DNA, dovuto alla generazione di specie reattive all’ossigeno (ROS), è stato determinato misurando la presenza di residui di 8-oxoguanina (20) con l’utilizzo di una specifica sonda. Questo metodo consente una diretta quantificazione dell’attività di ROS nelle cellule. Le cellule venivano trattate per 30 minuti con i composti dissolti in terreno completo alle concentrazioni di 10^-4, 10^-5 e 10^-6 M, quindi lavate con terreno fresco, incubate per 2h con terreno fresco, al termine raccolte, fissate con paraformaldeide al 2%, su ghiaccio, e trattate con etanolo 70%. La determinazione dell’8-oxoguanina è stata condotta utilizzando il Fluorogenic OxyDNA Assay kit (Calbiochem, CA) che prevede l’utilizzo di coniugati FITC- labeled che riconoscono  prodotti derivati radicatici del DNA. La quantificazione è stata ottenuta con il FACSCalibur System and CellQuest software (Becton-Dickinson, NJ).

Determinazione dei livelli intracellulari di ferro con spettrofotometria ad assorbimento atomico


Monostrati di cellule cresciute in capsule petri da 10 cm venivano trattate con differenti concentrazioni dei complessi. Al termine dell’incubazione le cellule venivano lavate due volte con 5 ml tampone fosfato salino freddo (PBS). Le cellule venivano lisate con una soluzione acquosa di HNO3 0.5 % e staccate dalla piastra mediante l’utilizzo di spatole piatte per colture cellulari (scraper). I lisati così ottenuti venivano liofilizzati e quindi risospesi con HNO3 puro (500 (L /106 cellule). I campioni venivano quindi trattati a caldo (120 °C) sotto cappa chimica fino a completa essiccazione. A questo punto erano risospesi in una soluzione di HNO3 0.25% e conservati congelati fino al dosaggio. La quantificazione del ferro era effettuata con spettrofotometria ad assorbimento atomico. Lo strumento utilizzato era un Perkin Elmer 3300 con autocampionatore AS 80 (Perkin Elmer, USA) con fornetto in grafite e correzione del background con lampada UV. I controlli interni di determinazione di standard a concentrazione nota venivano eseguiti ogni 10 iniezioni.

Analisi statistica:


I dati ottenuti per i vari esperimenti in triplicato, sono espressi come media ( errore standard medio (E.S.M) e le differenze tra i gruppi sono state analizzate con il test di t-STUDENT.
RISULTATI

Stabilità dei composti del ferrocinio (Fig. 2):


Le prove di stabilità eseguite, sia con spettrofotometria UV-visibile sia con la misura del tempo di rilassamento longitudinale paramagnetico T1p (dati non mostrati), mostrano una stabilità variamente dipendente dall’ambiente chimico in cui il composto viene a trovarsi. Dalle misure effettuate, si possono individuare i seguenti comportamenti: a) il decametil-ferrocinio è il composto più stabile indipendentemente dalle condizioni sperimentali, b) il ferrocinio si mostra sempre instabile con scarsa dipendenza dal pH della soluzione, c) l’ 1,1’-dimetil-ferrocinio mostra, almeno fino a 450 minuti, una stabilità intermedia tra quella del ferrocinio e quella del decametil-ferrocinio, d) i ferrocini con sostituenti protonabili presentano una stabilità fortemente legata all’ambiente sperimentale e sono molto instabili a pH fisiologico, e) Fc+ è risultato instabile in tutti i tipi di tampone utilizzato.
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Fig.2 Stabilità dei composti in funzione del ph e della natura del tampone utilizzato.

λ corrispondente al decremento della massima assorbanza: Fc+: λ= 251 nm; DEMFc+: λ= 278  nm; DIMFc+: λ= 257 nm; CAFc+ : λ= 257 nm; BAFc+: λ= 252 nm.

Citotossicità dei sali di ferrocinio (Tab.1, Fig. 3, Tab. 2):
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[image: image3]Tabella 1. Screening dei composti: trattamento delle cellule MCF-7 per 48 h (5-500 (M). Determinazione della vitalità cellulare con il metodo MTT (vd. Materiali e metodi)
a: valore medio di tre esperimenti indipendenti. Il limite di confidenza è riportato in parentesi (P=0,1, t=2.92)

b: percentuale di cellule vitali riferite al controllo non trattato

c: concentrazione di composto richiesta per ridure del 50% il numero di cellule rispetto al controllo non trattato

Il primo screening dei composti condotto trattando le cellule per 48 h in un range di concentrazioni  compreso tra 5 e 500 (M ha dimostrato un effetto antiproliferativo generale di questi composti a base di ferrocinio. Il sale di ferrocinio decametil-ferrocinio tetrafluoroborato (DEMFc+), risultato chimicamente il più stabile (vd. Fig. 2), ha indotto la maggiore  inibizione della crescita tumorale nelle MCF-7. La IC50 calcolata è stata di 37+4 (M, con una dose-risposta nel range 5-100 (M. Tutti gli altri composti del ferrocinio hanno dimostrato citotossicità minore con una IC50 calcolata di circa 300 μM.

Ulteriori test di citotossicità sono stati condotti per determinare la relazione durata del trattamento-attività citotossica, in particolare con il composto DEMFc+, risultato essere il più stabile (vd Fig. 2) e attivo (vd Tab. 1). 

Un test prevedeva il confronto tra l’attività del Decametil-ferrocinio vs Ferrocinio (Fig.3, Tab.2).
Le proprietà citotossiche di questi due sali di ferrocinio sono state valutate con tempi di trattamento di 2, 12, 24 e 48 ore per monitorare la tempo dipendenza dell’azione citotossica. 


Fig 3. Vitalita’ cellulare di cellule MCF-7 dopo 5 giorni dal trattamento con differenti sali di ferrocinio e diversi tempi di esposizione. Le cellule MCF-7 in fase di crescita logaritmica sono state trattate con i composti  alle concentrazioni comprese tra 10 e 500 µM. In ogni singolo esperimento le cellule venivano esposte alla stessa concentrazione dei sali di ferrocinio per tempi crescenti (2, 12, 24 e 48 h). Per uniformare la condizioni dei trattati e dei controlli, si è deciso di utilizzare un bianco per ogni tempo di trattamento. Ad ogni time-point il terreno veniva cambiato con terreno fresco nei corrispondenti pozzetti (trattato e controllo) e le cellule venivano mantenute in coltura per 5 giorni (recovery time) allo scadere dei quali ne veniva determinata la vitalità per mezzo del metodo MTT (vd. Materiali e metodi). La percentuale di cellule vitali era riferita al controllo non trattato. In figura sono riportati i valori medi di tre esperimenti indipendenti  ed limiti di confidenza del valore medio sono stati calcolati utilizzando la distribuzione t di Student con una probabilità del 90% (P = 0.1, t2,90 = 2,920).
I dati ottenuti confermano una più marcata attività citotossica del DEMFc+ rispetto al Fc+ per ogni tempo di trattamento.
Importanza della durata del trattamento: il test MTT eseguito dopo 5 giorni dall’inizio dell’esposizione ai composti nel range 10 - 500 μM per tempi variabili 2, 12, 24, 48 h, ha indicato una marcata citotossicità del DEMFc+ strettamente dipendente dai tempi di esposizione. I ferrocini  tetrafluoroborati funzionalizzati (Fc+ aldeidico, carbossilico ed acetico) hanno un effetto limitato alle prime 12 h di esposizione. 

Dose-dipendenza dell’effetto antitumorale: è stata dimostrata per il DEMFc+ nell’intervallo di concentrazioni 5 - 100 μM mentre gli altri composti sono attivi solo a dosi molto superiori (500 μM). 

	Composto
	Tempo di trattamento (h)
	IC50 ((M) a, b

	DEMFc+
	2
	86 (11)

	
	12
	74 (3)

	
	24
	58 (13)

	
	48
	35 (6)

	Fc+
	2
	308 (37)

	
	12
	238 (34)

	
	24
	256 (23)

	
	48
	249 (10)


Tabella 2. Citotossicità di DEMFc+ e Fc+ su cellule MCF-7 trattate in fase di crescita logaritmica per 2, 12, 24, 48 h: valori di IC50. Dopo il trattamento le cellule venivano lavate con terreno fresco. 

a: valore medio di tre esperimenti indipendenti. I limiti di confidenza (P=0,1, t=2.92) sono riportati tra parentesi.

b: concentrazione richiesta per ridure del 50% il numero di cellule rispetto al controllo non trattato. 

La diminuzione del valore di IC50 corrispondente all’aumentare del tempo di esposizione delle cellule al composto DEMFc+ indica una tempo dipendenza dell’effetto citotossico di tale composto. La citotossicità di Fc+ risulta limitata alle prime 12h di trattamento, probabilmente in conseguenza della sua dimostrata instabilità in tamponi e condizioni fisiologiche.

Studio el meccanismo d’azione dei sali di ferrocinio.

Determinazione del danno ossidativi sul DNA da parte dei sali di ferrocinio (Fig. 4):

In considerazione del meccanismo d’azione di tipo radicalico proposto per questi composti, si è valutata la presenza sul DNA  delle cellule MCF-7 trattate con essi, di danni indotti da radicali liberi.
DEMFc+, come mostrato in Fig. 4, è risultato in grado di aumentare il livello di 8-oxoG ed indurre uno stress ossidativo nelle cellule MCF-7 trattate alle concentrazioni 10^-6,10^-5 e 10^-4 M in modo dose dipendente. Fc+ in esperimenti condotti in condizioni simili non ha rivelato incrementi dei valori di 8-oxoG significativi rispetto a quelli indotti da DEMFc+ (dati non mostrati). 

[image: image4] 

Fig. 4. Dopo 30 minuti di trattamento con DEMFc+, le cellule MCF-7 sono state incubate con terreno fresco e staccate dopo 2h. Le cellule dopo il fissaggio in paraformaldeide sono state incubate con una sonda FITCH-coniugata e la fluorescenza è stata misurata con il citofluorimetro (FACS). La figura mostra 4 istogrammi univariati di esperimenti rappresentativi: il numero delle cellule è espresso come numero di eventi (asse delle y) vs l’intensità di fluorescenza della sonda per l’8-OXOGuanina del canale filtro per FITCH (asse delle x). L’8-oxo-guanina risulta essere un marker diretto del danno radicalico sul DNA (20).
Inoltre in uno studio precedente (7) era già stato dimostrato come il composto CAFc+ in soluzione acquosa fosse in grado di produre radicali liberi, probabilmente responsabili della sua citotossicità.

Spin trapping per definire le specie radicaliche coinvolte nel meccanismo di azione:


Per definire meglio le specie radicaliche (idrossiliche e radicali superossido) coinvolte nel meccanismo di citotossicità di tali composti sono state effettuate registrazioni di spettri ESP (electronic spin resonance) di soluzioni contenenti DEMFc+ o Fc+ in condizioni fisiologiche, utilizzando la tecnica dello spin-trapping (21-26). I dati ottenuti da queste analisi confermano la capacità dei cationi del ferrocinio di produrre specie radicaliche all’ossigeno come conseguenza della loro degradazione e anche in condizioni simili a quelle intracellulari (dati non mostrati).
La spettroscopia ad assorbimento atomico ha imostrato che tutti i composti passano facilmente la membrana cellulare per diffusione passiva (l’equilibrio è raggiunto in 30 minuti).

CONCLUSIONI


Il ferrocene ed i suoi derivati e corrispondenti sali di ferrocinio sono stati proposti da diversi autori come composti con attività antiproliferativa (3-9,27,28). I derivati del ferrocene, bis ((5 ciclopentadienile) ferro (II), in vitro ed in vivo non mostrano alcuna attività antitumorale, a differenza dei loro corrispondenti sali di ferrocinio (FeIII-(5[C5H5]2+) X- Fe, (5,8,9,27,28). Il decametil-ferrocinio ha una buona azione citotossica a concentrazione 5 volte inferiore rispetto a quella del ferrocinio.


Il decametil-ferrocinio presenta un’attività citotossica modulabile variando il tempo di trattamento, e dose-dipendente. Il ferrocinio, invece, non presenta questo tipo di continuità nella risposta sperimentale e permette di avere solo inibizioni pressoché nulle oppure molto elevate.

La concentrazione necessaria per ottenere un’azione citotossica significativa del ferrocinio è troppo elevata per ipotizzare una futura applicazione in clinica di tale composto. Il decametil-ferrocinio, pur avendo un valore di IC50 abbastanza elevato, è comunque il più attivo dei sali di ferrocinio testati, e l’unico che potrebbe avere una qualche applicazione clinica. Tutti i sali di ferrocinio testati mostrano un’azione antiproliferativa dovuta al processo di degradazione che porta alla formazione di specie citotossiche. La citotossicità sembra quindi strettamente correlata alla loro stabilità chimica. Infatti, per i composti stabili, come il DEMFc+, si può ipotizzare che nel citosol possa avvenire una produzione lenta e costante di specie radicaliche [radicali idrossilici e superossidi, come dimostrato da misure EPR (26) con la tecnica dello spin-trapping]. Esse quindi, sarebbero responsabili della citotossicità osservata e la loro produzione dipendente dallo stato di ossidazione +3 dell’atomo di ferro centrale. Il DMFc+, che mostra una trasformazione radicalica più lenta, potrebbe raggiungere concentrazioni significative all’interno delle cellule e quindi consentire una produzione costante e continua, per tempi sufficientemente lunghi, di specie radicaliche. Questo meccanismo spiegherebbe la forte dipendenza dell'effetto citotossico del decametil-ferrocinio dal tempo di trattamento delle cellule. Quindi l'effetto citotossico "finale" dipende dal tempo di esposizione delle cellule alla produzione di tali specie.


I ferroceni più instabili, invece, potrebbero subire la trasformazione radicalica già all’esterno, che si traduce in una rapida attività citotossica evidenziata solo a dosi elevate (11,12,24). Queste specie radicaliche sarebbero responsabili di danni al DNA, così come è stato direttamente dimostrato mediante analisi al FACS per il composto DEMFc+. E’ stata quindi dimostrata una diretta correlazione tra l’attività antiproliferativa di questo composto ed i danni provocati al DNA.
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Giornata di Studio “Cellule staminali somatiche: modelli sperimentali e prospettive cliniche” organizzata dall’AICC (Associazione Italiana Colture Cellulari), dal Centro di Referenza Nazionale dei Substrati Cellulari (Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna “Bruno Umbertini” di Brescia) e dal Laboratorio Colture Cellulari (Istituto di Microbiologia dell’Università degli Studi di Milano), con il contributo della Fondazione Iniziative Zooprofilattiche e Zootecniche di Brescia- Brescia, 2 Maggio 2005. 
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