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PATOLOGIA SUINA

Attivita ed espressione
dell’enzima 3-fB-idrossisteroide
deidrogenasiin testicoli sani
e criptorchididi suino

Nei mammiferi il criptorchidismo é una delle piu frequenti patologie
dell’apparato urogenitale maschile a eziologia multifattoriale; condizioni
predisponenti potrebbero essere legate ad alterazioni dell’asse ipotalamo-
ipofisario e del metabolismo degli ormoni sessuali steroidei. A tale
proposito in questo lavoro gli autori hanno valutato I'attivita della
3-B-idrossi-As-steroide deidrogenasi (3 f—~HSD) enzima fondamentale

nella conversione dei “-A5-3-B-idrossisteroidi” a “-A4-3-chetosteroidi”

in testicoli sani e criptorchidi di suino.
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amancatadiscesadeitesticolinel-

lo scroto rappresenta un’anoma-

lia congenita nota come criptor-

chidismo, e puod coinvolgere un so-

lo testicolo (criptorchidismo mo-
nolaterale) o entrambi (criptorchidismo
bilaterale); in ogni caso le maggiori con-
seguenze riscontrate dal punto di vista
clinico sono rappresentate da un eleva-
to rischio d’infertilita e d’insorgenza di
cancro testicolare nell’adulto [1, 13, 18,
19]. L’eziologia di tale patologia ¢ idio-
patica, multifattoriale e sembra in par-
te dovuta a uno squilibrio nel metaboli-
smo degli ormoni steroidei e a un difet-
to dell’asse ipotalamo-ipofisario [1, 2,
17]. Recenti studi hanno dimostrato che
nella genesi del disturbo possono essere
coinvoltifattori ambientali, come il con-
tatto con sostanze chimiche (per esem-
pio ftalati, pesticidi, detergenti) e lo sti-
le di vita [7, 12, 15, 23, 24] oppure una
predisposizione genetica [13, 14]. Dal
punto di vista ormonale ¢ di notevole in-
teresse l'attivita di enzimi denominati
“idrossisteroidedeidrogenasi” (HSD), es-
senziali per la biosintesi degli steroidi

neitessutisteroidogenici, come le ghian-
dole surrenali, le gonadi e la placenta.
Diversi lavori hanno evidenziato che in
testicoli di ratto o uomo resi sperimen-
talmente criptorchidi, i livelli di testo-
sterone e di alcuni degli enzimi preposti
alla sua sintesi sono inferiori rispetto a
quelli riscontrati in testicoli sani [2, 6,
9,10,21]. Ancheinunrecente studio Hei-
meje Biliniska[11]hanno dimostrato che
in testicoli criptorchidi di stallone i li-
velli di testosterone sono ridotti rispet-
to ai valori misurati in testicoli sani. Gli
stessi autori riportano inoltre nel testi-
colo criptorchide rispetto a quello sano
una diminuzione nell’espressione della
3-p-idrossi-AS-steroide deidrogenasi (3-
B-HSDH). Quest’ultimo & un complesso
enzimatico che gioca un ruolo impor-
tante nella conversione dei “-A3-3-p-idros-
sisteroidi” a “-A*-3-chetosteroidi”, e in
particolare & responsabile della sintesi
del testosterone a partire da pregneno-
lone[4,16,22]. 1l frequente riscontro nei
suini in corso di macellazione di testi-
coli criptorchidi, gia riportato in prece-

denti lavori [8], ha indotto gli autori ad »»
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approfondire gli studi su questa anoma-
lia. A tal proposito & sembrato interes-
sante valutare la presenza di eventuali
differenze nell’attivita e nell’espressio-
ne della 3-B-HSDH in testicolisanie crip-
torchidi di suino, anche in considera-
zione del suo utilizzo quale modello ani-
male ideale per studi comparativi in me-
dicina veterinaria e umana a causa del-
le marcate analogie con 'uomo, in par-
ticolare per quel che riguarda il periodo
di discesa dei testicoli nello scroto, la
morfologia dello sperma e la struttura
testicolare [18].

Foto 1. a. Quadro istopatologico di un testicolo di suino sano: tubuli seminiferi
contenenti l'intera linea seminale e scarse cellule di Leydig nell’interstizio. b.
Testicolo criptorchide: tubuli seminiferi quasi vuoti rivestiti da un solo strato di
spermatogoni intercalati a cellule del Sertoli; nell'interstizio notevolmente aumentate
ed ipertrofiche le cellule del Leydig. Ematossilina-eosina 200x.
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@ Materiali e metodi

In questo studio sono stati utilizzati 10
testicoli normali, come controllo, e 10
testicoli criptorchidi monolaterali di sui-
ni, ibridi commerciali della razza Lan-
drace e appartenential tipo pesante (p.v.
150-170 kg). Gli animali sono stati ma-
cellati all’eta di nove mesi e i testicoli
immediatamente rimossi. Una parte dei
tessuti e stataimmersain formalina tam-
ponata perlavalutazioneistologicaeuna
parte & statainvece congelata in azoto li-
quido per I'analisi biochimica.
Perl'indagineistologicaitessuti normali
e patologici sono stati fissati in forma-
lina tamponata al 10%, inclusi in paraf-
fina, sezionati al microtomo (5 um) e co-
lorati con ematossilina eosina. Per 'a-
nalisi biochimica i testicoli sono stati
omogenatiin tampone TRIS-HC10.15 M
pH 7.25, centrifugati a 10.000 x g per
un’ora a 4 °C e il surnatante & stato uti-
lizzato perlavalutazione dell’attivita del-
la 3-B-HSDH. Per questa determinazio-
ne é stato utilizzato il metodo colorime-
trico descritto da Qujeq D [20]: in breve
l'attivita enzimatica & stata saggiata in
tampone TRIS-HCI 0,15 M contenente
NAD* (500 uM) e il substrato (pregne-
nolone 300 uM), in un volume finale di
3 ml. Il contenuto di proteine dei vari
estratti enzimatici & stato determinato
conilmetodo Bradford[3]el’attivitaen-
zimatica € stata calcolata su una curva
standard di NADH ed espressa come nmol
NADH/min/mg proteina. Per stabilire la
normalita della distribuzione é stato uti-
lizzato il test di Shapiro-Wilk, quindi &
stato applicato il test parametrico’test
t” di uguaglianza delle medie per cam-
pioniindipendenti considerando P<0.05
come statisticamente significativo e
P<0.01 altamente significativo.

Sugli stessi campioni & stata effettuata
la RT-PCR estraendo I'RNA totale dai te-
sticoli secondo il metodo di Chomczyn-
ski e Sacchi [5] e rimuovendo tutti i re-
sidui di DNA con il kit “DNA free” (Am-
bion). L’integrita dell’RNA ¢ stata con-
fermata mediante elettroforesi su gel di
agarosioin condizioni denaturanti, men-
tre la concentrazione & stata quantifica-
tamisurandoneladensitaotticaa260nm
con uno spettrofotometro.

Il cDNA ¢ stato sintetizzato a partire da
400ng di RNA totale usando ImProm-II
Reverse Transcriptase (Promega) e ran-
dom primers (Promega). Al fine di de-
terminare la quantita di gene specifico
codificante per la 3-B-HSDH di suino, il



Grafico rappresentativo dell’attivita della 3-B-idrossi-A°-steroide deidrogenasi

nei testicoli sani e criptorchidi di suino
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cDNA ¢ stato sottoposto a PCR quanti-
tativa utilizzando il metodo Syber Green
eilsistemadirilevazioneIQ 5 (Bio-Rad),
mentre le sequenze dei primers sono sta-
te disegnate usando il programma Pri-
mer Express (Version 1.5) (Senso: 5 GTG
TGC TCT GAG GCC CAT GT 3’; Antisen-
s0: 5 GTT GTG TGT CAG GAC GCC ATT
3’) . La quantita dell’espressione genica
& stata calcolata mediante un saggio di
quantificazione relativa corrispondente
al metodo comparativo C; dovela quan-
tita di “target”, normalizzata su un gene
“housekeeping” endogeno (il gene della
gliceraldeide fosfato deidrogenasi - GAPDH-
, Senso: 5 CGTCCCTGAGACACGATGGT
3’; Antisenso: 5° CAATGTCCACTTTGC-
CAGAGTTAA3’), erelativaaun campione
di controllo, si ottiene dalla formula 2-
AMCT. dove AACT = ACT campione ~ ACT control-
o€ AC; ¢ il Crdel gene “target” sottratto
al Cdel gene “housekeeping”.

@ Risultati

L’esame istologico dei testicoli sani ha
evidenziatoitubuli seminiferi contenenti
I'intera linea seminale e scarse cellule di
Leydig nell’interstizio (foto 1a). Nei te-
sticoli criptorchidiitubuli seminiferiap-

Criptorchidi

paiono vuoti con un solo strato di cellu-
le a disposizione disordinata, spermato-
goni, intercalate a cellule del Sertoli. Nel-
I'interstizio sono poi ben visibili nume-
rose cellule del Leydig di aspetto iper-
trofico (foto 1b).

Dai risultati delle prove sperimentali &
stato interessante rilevare come l'attivi-
ta enzimatica della 3-B-HSDH sia signi-
ficativamente inferiore (P < 0.5) nei te-
sticoli criptorchidi rispetto a quelli sani
(1.43 + 0.41 vs. 1.12 = 0.34 nmol
NADH/min/mg protein) (figura 1), ma
non si & osservata alcuna differenza si-
gnificativa tra tessuto sano e patologico
perquantoriguardailivellidi mRNA del-
I’enzima, quantificati con 'RT-PCR.

@ Considerazionie
conclusioni

Il criptorchidismo & considerato nell'uo-
mo la patologia congenita pitt importan-
te nello sviluppo, presente in pit dell'1%
dei bambini sotto i tre mesi di eta[1,7]. E
noto dalla letteratura che un ruolo deci-
sivo nella discesa anomala del testicolo &
svolto daun’alterata funzionalita delle cel-
lule del Leydig, congiuntamente a unanon
idonea secrezione di testosterone, il prin-
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cipale ormone maschile responsabile del
mantenimento delle pitt importanti fun-
zioni testicolari. Un’alterazione nel per-
corso metabolico che porta alla sintesi di
quest’ormone potrebbe quindi essere uno
dei fattori legati alla mancata discesa dei
testicoli nella loro naturale sede anato-
mica.

La 3-B-HSDH ¢ un enzima fondamentale
in diverse tappe che portano alla sintesi
di testosterone percio I'analisi della sua
attivita e della sua espressione nel tessu-
to testicolare & parsa fondamentale per
evidenziare eventuali anomalie che pos-
sono coinvolgere questa via metabolica.
Inoltre, come gia accennato, gliautori han-
no voluto utilizzare il suino come model-

senta marcate analogie con 'uomo.

Gli autori valutano interessanti i risul-
tati del lavoro poiché in base ad essi si
puo ipotizzare che i minori livelli di te-
stosterone riportati in letteratura per
quelriguardaitesticolicriptorchidipos-
sano esserericonducibili anche a una di-
minuita attivita della 3-p-HSDH, enzima
estremamente importante per la sintesi
di questo ormone. Inoltre, come rivela-
todall’analisimediamente RT- PCR, que-
sta minore attivita enzimatica potrebbe
essere imputabile a cause ancora da sta-
bilire (per esempio fattori ambientali,
squilibri ormonali, etc.), ma sicuramen-
te non a una differenza significativa tra
ilivelli di mRNA dell’enzima tra tessuto

lo animale perché per diversi aspetti pre-
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