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Lo scopo di questo lavoro é statoI'a-
nalisi biochimica dei glicosamino-
glicani (GAGs) in testicoli normali e
criptorchidi di suino per mettere in
luceeventualidifferenzeriguardanti
queste molecole nei due tipi di tes-
suto. Dal punto di vista quantitativo
gli autori non hanno rilevato varia-
zioni nel contenuto dei GAGs tra or-
gani normali e patologici, mentre
qualitativamente sembra che i te-
sticoli criptorchidi presentino per-
centualmente un minore contenuto
di acido ialuronico (HA) e una mag-
giore presenza di condroitin solfato
A (CSA) rispetto a quelli sani.

Parole chiave: criptorchidismo, glicosa-
minoglicani, suino, testicolo.

H SUMMARY

Biochemical analysis of glycosa-
minoglycans (GAGs)innormaland
cryptorchid pig testes: prelimi-
nary investigation

The aim of this work was the bio-
chemical analysis of glycosami-
noglycans (GAGs) in normal and
cryptorchid pig testes to highlight
possible differences between nor-
malandpathologicaltissues.Aspre-
liminary data the authors demon-
strated no quantitative differences
about GAGs composition between
normal and cryptorchidtissues whi-
leitseemsthat qualitativelycryptor-
chid testes present a lower percen-
tage content ofhyaluronicacid (HA)
and anincreased presence of chon-
droitin sulfate A (CSA) than healthy
organs.

Keywords: cryptorchidism, glycosami-
noglycans, pig, testis.

l criptorchidismo, termine derivato
dalle parole greche “kryptos” cioe “na-
scosto” e “orchis” cioe “testicolo”, rap-
presenta una patologia che comporta
la mancata discesa dei testicoli dal-
I’addome allo scroto, necessaria per con-
sentire una normale spermatogenesi. Se-
condo Tomiyama etal.[24] questa discesa
sembra controllata da vari fattori tra i
quali la sostanza inibitrice Miilleriana
(MIS), 'ormone insulina-3-simile (INSL3)
e il testosterone (T). Come gia riportato
in un precedente lavoro [2], 'eziologia di
tale patologia rimane comunque idiopa-
tica, multifattoriale e sembrain parte do-
vutaaunosquilibrio nel metabolismo de-
gli ormoni steroidei e a un difetto del-
I’asse ipotalamo-ipofisario[1,12, 27]. Al-
cuni autori sostengono che nella genesi
del disturbo potrebbero essere coinvolti
fattori ambientali, come il contatto con
sostanze chimiche (per esempio, ftalati,
pesticidi, detergenti) e lo stile di vita [9,
25, 26] oppure una predisposizione ge-
netica [15]. Si & proposto inoltre di inse-
rire il criptorchidismo come parte di una
“Sindrome da Disgenesia Testicolare”
(TDS), identificata recentemente in me-
dicina umana mediante studi epidemio-
logici, che comprende anche ipospadia,
ridotta qualita dello sperma e cancro te-
sticolare [25].
I glicosamminoglicani (GAGs), un tempo
conosciuti come “mucopolisaccaridi “ per
le loro proprieta viscose e lubrificanti,
sono polisaccaridilineari costituiti daun
numero variabile di unita disaccaridiche

e

ripetitive nelle quali ogni disaccaride &
formato da una esosamina (D-galattosa-
mina o D -glucosamina) e un acido uro-
nico (D-glucuronato o o L-iduronato) o
da un esoso neutro (D-galattoso). Tra i
pitt importanti si annoverano l'acido ia-
luronico (HA), il condroitin solfato (CS),
il dermatan solfato (DS), I'eparansolfato
(HS), I'eparina e il cheratan solfato (KS).
L’acido ialuronico & I'unico a non essere
solforilato; & sintetizzato da una sintasi
a livello della membrana plasmatica e si
ritrova sia nel tessuto connettivo che in
tuttiitessutie fluidi dell’organismo [11].
I GAGs sono sostanze fondamentali del-
la matrice extracellulare e della superfi-
cie delle cellule animali; alcuni di essi so-
no in grado di legarsi a una serie di pro-
teine distinte, coinvolte in processi fi-
siologici e patologici, comprese chemo-
chine, citochine, fattori di crescita, mor-
fogeni, enzimie molecole diadesione[16].
Queste molecole svolgono una funzione
molto importante nella trasmissione di
segnaliintracellulari e nello sviluppo cel-
lulare, nell’angiogenesi, nella crescita as-
sonale, nella formazione di tumori e me-
tastasi e come anti-coagulanti[8, 13, 14,
21, 23]. Il ruolo fondamentale che queste
molecole rivestono nella proliferazione
cellulare sembra dovuto al fatto che esse
possono agire come co-recettori per fat-
tori di crescita della famiglia del “Fatto-
re di Crescita dei Fibroblasti” (FGF) e la
sovraespressione di questi ultimi potrebbe
contribuire alla progressione tumorale
[14].
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FIGURA 1. Elettroforesi dei glicosamminoglicani estratti da

testicolo normale (N) e criptorchide (O) di suino

ST: standard; DS: dermatan solfato; HS: eparan solfato; HA: acido ialu-
ronico; CA: condroitin solfato A.

Ilriscontro ditesticoli criptorchidiin sui-
ni in corso di macellazione e le modifi-
cazioni istologiche riportate in lettera-
tura nei testicoli criptorchidi di suino
[10], eil fatto che per diversi aspetti il te-
sticolo del suino & simile a quello del-
l'uomo [19, 20], hanno indotto gli autori
ad approfondire gli studi su questa pato-
logia e in particolare a indagare dal pun-
to di vista biochimico sul contenuto di
glicosaminoglicani isolati in testicoli sa-
ni e criptorchidi monolaterali di suino,
per evidenziare possibili differenze qua-
litative o quantitative riguardo a tali mo-
lecole tra un testicolo sano e uno patolo-
gico che, come ben documentato in me-
dicina umana [25, 26, 27], potrebbe po-
tenzialmente dare luogo alla formazione
di neoplasie.

Materiali e metodi

Per questo studio preliminare sono stati
utilizzati tre testicoli sani e tre testicoli
criptorchidi monolaterali di suini ibridi
commerciali della razza Landrace, ap-
partenenti al tipo pesante (p.v. 150-170
kg). Gli animali sono stati macellati al-
I’eta di nove mesi e i testicoli immedia-
tamente prelevati. Ciascun campione &
stato suddiviso in due parti, una per l'e-
same istologico e 'altra per ’analisi bio-
chimica. Per I'analisi istologica, i tessu-
ti normali e patologici sono stati fissati
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in formalina tamponata al 10%, inclusi
in paraffina, tagliati in sezioni di 5 um e
colorati con ematossilina-eosina. Per i
saggi biochimici, i campioni sono stati
omogeneizzati, digeriti con papainae de-
proteneizzati con acido tricloroacetico.
I glicosamminoglicani sono poi stati ot-
tenuti per precipitazione mediante ag-
giunta di etanolo, seguita da liofilizza-
zione e solubilizzazione in acqua distil-
lata [7]. L’analisi quantitativa dei GAGs
¢ stata ottenuta con il metodo colorime-
trico di Bitter e Muir [4], utilizzando glu-
curonolattone come standard, ed espres-
sa come pug di acido uronico/g di tessuto
secco. I GAGs sono poi stati analizzati
qualitativamente tramite elettroforesi su
lastre di acetato di cellulosa secondo il
metodo di Cappelletti et al. [5, 6] e colo-
rate con Alcian blue 8 GX, utilizzando co-
me standard condroitin-6-solfato (CC),
condroitin-4-solfato (CA), acido ialuro-
nico (HA), eparan solfato (HS) e derma-
tan solfato (DS), (Sigma, St. Louis, MO,
USA). Lebandeelettroforetiche sono sta-
teanalizzate conundensitometro (Aprai-
se Junior Densitometer, Beckman In-
struments) e le concentrazioni relative
delle singole frazioni dei glicosammino-
glicani sono state espresse in percentua-
le.

Risultati

L’esame istologico dei testicoli sani ha
evidenziatoitubuli seminiferi contenenti
spermatogoni, spermatociti, cellule del
Sertoli, spermatidi e spermatozoi; nei te-
sticoli criptorchidi si sono osservate cel-
lule del Sertoli, spermatogoni e numero-
se celluleinterstiziali del Leydig di aspet-
toipertrofico. Invia preliminare per quan-
to riguarda l'analisi quantitativa effet-
tuata col metodo colorimetrico, gli auto-
ri non hanno rilevato alcuna differenza
tra tessuto sano e patologico. Il saggio
qualitativo, effettuato mediante elettro-
foresi su acetato di cellulosa (figura 1),
seguito dall’analisi densitometrica (figu-
ra 2) invece sembra dimostrare nel tes-
suto criptorchide un minor contenuto per-
centuale di acido ialuronico e una mag-
giore presenza di condroitin solfato A ri-
spetto a quello sano (figura 3).

Considerazioni
e conclusioni
Nei mammiferi lo sviluppo delle gonadi e

la differenziazione sessuale sono proces-
si molto complessi che richiedono l'e-
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spressione coordinata di geni specifici du-
rante un ristretto spazio temporale; & no-
to inoltre che la matrice extracellulare
(ECM) gioca un ruolo molto importante
nella differenziazione e nella crescita del-
le gonadi. Nel testicolo adulto, infatti,
I’ECM & un importante componente del-
I'interstizio e partecipa al trasporto di so-
stanze biologicamente attive necessarie
perla comunicazione cellulare e perlare-
golazione dellaspermatogenesiedellasin-
tesi ormonale [18]. A questo proposito i
glicosaminoglicani sono sostanze fonda-
mentali per 'organogenesi e 'assemblag-
gio del’ECM; in particolare 'acido ialu-
ronico (HA) riveste numerosi importanti
ruoli funzionali essendo coinvolto, grazie
allesue singolariproprietaidrodinamiche,
nellamorfogenesi embrionale, nelle malat-
tie polmonari e vascolari, nella guarigione
delle ferite, oltre che nella lubrificazione
delle articolazioni e nella protezione delle
superfici cartilaginee [11]. Questa sostan-
za ¢ in grado anche di prevenire il dan-
neggiamento delle cellule e dei tessuti
causato da stress fisici, agendo come mol-
ecola lubrificante, e i suoi livelli sembra-
no diminuire con 1’invecchiamento [14].
La sintesi di collagene, glicosaminogli-
cani, e in particolare di HA, sembra essere
fondamentale per la dinamica testicolare,
in particolare per cio che riguarda il me-
tabolismo degli ormoni steroidei e dei fat-
tori di crescita, come anche nel primo sta-
diodiformazionedel gubernaculumtestis,
tessuto connettivo lasso di estrema im-
portanzameccanica per lamigrazione trans
addominale (discesa) del testicolo. Le carat-
teristiche dell’ECM sono importanti nel
mantenimento di strutture cellulari sepa-
rate e mobili che impediscano 1’ag-
gregazione, |’adesione e ladifferenziazione
prematura del tessuto, e sembra che I’HA
possa contribuire alla crescita delle gona-
di all’interno dell’interstizio [17]. Tra gli
altri glicosamminoglicani anche il con-
droitinsolfato hauna funzione lubrificante
e conferisce elasticita e resistenza ai tes-
suti in cui si trova. E dimostrato in letter-
aturache, in presenzadi patologie tumorali,
ilivelli di questa sostanza aumentano sen-
sibilmente [3]. Poiché il criptorchidismo
rappresentaun problemanotevole per quan-
to riguarda ’apparato genitale maschile
nella specie umana e, inoltre, il testicolo
di suino sembra comparabile a quello del-
I’uomo perdiversiaspetti[19,20], nelnos-
tro lavoro abbiamo voluto indagare la pre-
senza di eventuali differenze quali-quan-
titative riguardantii glicosamminoglicani
tra testicoli sani e testicoli criptorchidi di
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FIGURA 2. Analisi densitometrica dei glicosamminoglicani estratti

da testicolo sano e criptorchide di suino

e

e

normale

DS: dermatan solfato; HS: eparan solfato; HA: acido ialuronico; CA: con-

droitin solfato A.

FIGURA 3. Rappresentazione delle frazioni percentuali dei GAGs
ottenuta mediante I'analisi densitometrica in testicoli normali e
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DS: dermatan solfato; HS: eparan solfato; HA: acido ialuronico; CA: con-

droitin solfato A.

maiale, data I’importanza di queste mole-
cole nella formazione e nel corretto fun-
zionamento di questi organi. Mentre da un
punto di vista quantitativo gli autori non
hanno evidenziato differenze rilevanti nel
contenuto di glicosaminoglicani tra i due
tipi di tessuto, qualitativamente invece si
sono riscontrati una diminuzione dei liv-
elli di acido ialuronico e un aumento del
condroitin solfato A nel testicolo crip-
torchide rispetto a quello sano. La dimin-
uzione dell’acido ialuronico nel testicolo
criptorchide potrebbe essere dovutaal carat-
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tere “involutivo” del tessuto, non in gra-
do di produrre spermatozoi maturi, e gius-
tificherebbe in parte la diminuzione della
viscoelasticita, le difettose interazioni in-
tercellulari e tra cellula e matrice extra-
cellulare a livello dell’interstizio oltre al-
I’alterata regolazione endocrina e auto-
crina delle cellule di Leydig osservate nei
testicoli criptorchidi, come documentato
in letteratura [20]. L aumento del con-
droitin solfato A farebbe invece pensare a
una possibile correlazione con la poten-
ziale capacita del tessuto criptorchide di

generare neoplasie, come riportato da nu-
merosi autori nell’uomo [25, 26, 27], ma
non ancora dimostrato nel suino, forse an-
che per la giovane eta dei soggetti macel-
lati. Nonostante si tratti di uno studio pre-
liminare, sulla base di questi risultati gli
autori ritengono utile un approfondimen-
to della loro ricerca, allo scopo di miglio-
rare le conoscenze sui fattori che possono
influenzare la produzione della matrice ex-
tracellulare e prevenire in qualche modo
latrasformazione neoplasticadellecellule
testicolari in eta adulta. [ ]
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