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INTRODUZIONE

Negli ultimi anni I'interesse verso le patologieogtatiche € notevolmente aumentato,
dato il numero crescente di cane anziani e la pmesali proprietari sempre piu
scrupolosi, poiché il cane e oramai ritenuto partegrante della famiglia. Inoltre, per
guanto riguarda il settore della riproduzione, tadsg delle patologie prostatiche é
molto importante poiché quest’'ultime possono compatbere la capacita riproduttiva
dei cani maschio, con ripercussioni economichegfieallevatori. E stato scelto il cane
come specie per lo studio della fisiopatologia dlet ghiandola, poiché viene
comunemente utilizzato come modello sperimentatel’'pemo, € perché presenta la
prostata come unica ghiandola sessuale accessmarajteristica che ne facilita
I'indagine biochimica.

In letteratura non vi € molto materiale inerentefifaologia della prostata, inoltre
I'eziopatogenesi del piu comune processo patologicocarico della ghiandola,
I'iperplasia prostatica benigna (IPB), risulta aracpoco chiara ed i metodi diagnostici
limitati. Con il termine di iperplasia prostaticaerbgna (IPB) ci si riferisce ad un
aumento uniforme delle dimensioni della prostatavuto ad un aumento delle
dimensioni delle cellule (ipertrofia) e del loromero (iperplasia) (Gobellet al.,2002).
L’'IPB e la principale malattia prostatica sia naétimo che nel cane, e quest’ultimo e
stato piu volte utilizzato come modello sperimemtadr 'uomo (Isaacs, 1983).

Gli esami collaterali atti a determinare la presemd IPB, quali la radiologia e
I'ecografia, non permettono una diagnosi certaadp#itologia, per la quale ci si affida
allanamnesi riportata dal proprietario, ad un’aialdei sintomi ed alla propria
esperienza clinica.

| cani esaminati sono stati sottoposti a prelievomateriale seminale con tecnica
manuale, da cui € stato ottenuto, mediante cega#ione il plasma seminale.
L’eiaculato € composto da spermatozoi e da una ooeme liquida, denominata
appunto plasma seminale, atta a fornire un ambiadéguato al mantenimento della
vitalita e della motilita degli spermatozoi nelttoagenitale femminile (Dellmagt al,
1994).



Dal punto di vista dell’analisi biochimica, il plaa seminale di cani sani e stato
sottoposto a diverse indagini allo scopo di deteamie il profilo proteico standard, per
poi compararlo con quello ottenuto dall’analisi gd¢hsma seminale di cani affetti da
IPB, al fine di identificare eventuali marker ditplagia prostatica. E stato inoltre
eseguito un confronto fra il profilo dello zinco cani sani e di cani affetti da IPB, per
valutare se la metodica potesse risultare d’aidioi @iagnostici.

In particolare & stata eseguita I'elettroforesigall di poliacrilammide in presenza di
sodio dodecilsolfatoSDS-PAGE)la determinazione delle proteine totali ed il alpgo
dello zinco con spettrofotometria ad assorbimerttomaco su frazioni di plasma
seminale eluite in cromatografia.

Dal punto di vista clinico, € stato valutato I'aescimento della prostata allesame
ecografico in cuccioli a partire dai 4 giorni diaviai 13 mesi d’eta. In letteratura non e
presente alcun lavoro riferibile a quello eseguito.

Infine, dal punto di vista ormonale, tutti i carsiaeninati sono stati sottoposti a prelievo
di sangue per il dosaggio degli ormoni testoster¢h8T), progesterone (P4) ed
estradiolo (E2), sempre con lo scopo di evidenzementuali differenze fra cani sani e
cani affetti da IPB.



CAPITOLO 1 INTRODUZIONE ALLA ANATOMIA E
FISIOPATOLOGIA DELLA PROSTATA

1.1 Anatomia della prostata

1.1.1 Cenni di anatomia della prostata di cane

La prostata € la sola ghiandola sessuale accessgtiapparato genitale maschile del
cane. Si presenta come un organo impari, ovoidglel®so, che circonda interamente
il tratto iniziale dell’'uretra e la parte adiacemtel collo della vescica (Johnsteh al,
2000). A seconda delle dimensioni, la prostata j[mealizzarsi in cavita pelvica od
addominale (Barone, 1994). Fino alla puberta lastata € situata in cavita pelvica;
successivamente il suo graduale incremento di ve|worrelato all’accrescersi dell’'eta
dell’animale, determina uno spostamento gradudl®amno dalla cavita pelvica alla
cavita addominale (O’Shea, 1962). In un cane dndi afatti, la prostata € situata in
cavita addominale per circa la meta della sua s&tea, mentre a 10 anni € interamente
addominale (Basinger, 2003). Dagli 11 anni d’et@sserva una fisiologica tendenza
all’atrofia dell’organo con conseguente diminuziaed suo volume (Johnstaet al,
2001). Le dimensioni normali della prostata, miseia cani di circa 10 kg di peso e
d’eta compresa fra i 2 ed i 5 anni, sono di 2.6 (cllametro trasverso) x 0.8 cm
(diametro dorsoventrale) per 1.7 cm (lunghezza)iginsen, 1964).

Cranialmente la prostata contrae rapporto dirattola vescica, dorsalmente € separata
dal retto dal setto retto-genitale e da una bandastuto connettivo, ventralmente e
ricoperta da tessuto adiposo confinante con laissiplubica, infine lateralmente si
rapporta con le pareti addominali (Smith, 2008)urktra attraversa la ghiandola
passando al centro di essa od in posizione doesakntrica (Busoni, 2007).
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Figura 1.1: Anatomia dell'apparato genitale maschile di cane

Nel cane 'aspetto tipicamente bilobato della mtsstderiva dalla presenza, sulla faccia
sia dorsale che ventrale, di un solco mediano epara I'organo irdue lobi (obi
prostatag, il destro ed il sinistro (Smith , 2008). La piata si compone di una porzione
piu compatta, denominata “corpo” della prostaiarpus prostatag e di una porzione
“disseminata” Pars disseminata prostatpeappresentata da lobuli distribuiti lungo il
corso dell'uretra. Nel cane il corpo della pros&taolto voluminoso mentre la porzione
disseminata é ridotta a pochi lobuli sparsi. Taiuli sono situati nella parete dell’'uretra
membranosa tra lo strato spongioso e il muscolwaleg(Barone, 1994).

Il corpo della prostata e circondato da una caplilamuscolare Capsula prostatae
da cui trae origine lo stroma ghiandolare. Lo sa@run connettivo denso composto da
fibroblasti e da numerose cellule muscolari ligagite in fasci diversamente orientati;
caratteristica per la quale lo stroma € anche diiamisostanza muscolare”. | vasi
arteriosi e venosi, i linfatici ed i nervi sono ¢emuti nello stroma prostatico e da esso
sostenuti (LeRot al, 2009). Dalla capsula si dipartono delle trabe@annettivali, ad
andamento convergente verso l'uretra, che formatib @&nastomizzati ed incompleti,
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suddividendo lo stroma ghiandolare in numerosi llolstegolari. Ad ogni lobulo fa
capo una ghiandola tubulo-alveolare le cui secreziattraverso piccoli canalicoli
prostatici, sboccano in uretra (Barone, 1994; Sraiflo8).

Le ghiandole tubolo-alveolari hanno un lume lanyestito da un epitelio secernente di
spessore variabile da basso e cubico ad alto engit0, allocato su una sottile
membrana basale (LeR@¢ al, 2009). Le cellule dell’epitelio ghiandolare peatano
nucleo ovoidale e basale, mentre il citoplasma ratmaizzato dalla presenza di
numerosi granuli eosinofilici di natura lipidicapdice dell’intensa attivita secretoria
della cellula. Nel soggetto orchiectomizzato, veleemeno la stimolazione dell’epitelio
e delle cellule da parte del testosterone, il priampare basso, mentre le seconde
perdono il loro carattere secernente (Barone, 1994pndotti escretori rivestiti da
epitelio prismatico, confluiscono in canalicoli ptatici piu stretti il cui epitelio, con
I'avvicinarsi dello sbocco in uretra, diviene pregsivamente piu simile all’epitelio di
transizione dell’'uretra stessa (Barone, 1994; Deinad al, 1994). | canalicoli prostatici
sboccano in uretra in prossimita del collicolo seate, il quale presenta su entrambi i
lati I'apertura del dotto deferente (Dyeeal, 2009). | dotti deferenti infatti, in partenza
dall’epididimo, penetrano la superficie prostatica posizione cranio dorsale, e si
portano caudoventralmente sboccando nell'uretrestagtica a livello del collicolo
seminale (Mattoon, 2002).

Il liquido opalescente secreto dalla prostata viespulso per contrazione della sostanza
muscolare e contribuisce alla prima e terza frazidell’'eiaculato di cane (Englared
al., 1990).

Arterie e vene

Il corpo della prostata € irrorato da arterie $#telell’arteria prostatica, a sua volta

branca dell’arteria pudenda interna, mentre I'mmone della porzione disseminata
deriva dall’arteria uretrale. | rami arteriosi ragggono dorsolateralmente I'organo, si

ramificano sulla sua superficie e penetrano laulapghiandolare, seguendo le trabecole
connettivali fino attorno ai fondi ciechi ghiandeJadove terminano in una fitta rete

capillare (Barone, 1994). Il ritorno venoso e aamadelle vene prostatiche ed uretrali
che si connettono alla vena iliaca interna (Sna€q8).



Linfatici

| numerosi vasi linfatici si riuniscono in una eeperighiandolare, i cui efferenti si
portano ai linfonodi iliaci mediali (Barone, 1994).

Nervi

L’innervazione parasimpatica deriva dal nervo pmlyin partenza dal plesso pelvico, e
stimola la secrezione del fluido prostatico. llvepelvico segue il decorso dell’arteria
prostatica fino al plesso pelvico, prima di praett fiore verso la ghiandola.
L’'innervazione simpatica deriva dal nervo ipogastre determina la contrazione delle
fibre muscolari lisce dello stroma ghiandolare vo@ando il conseguente passaggio del
fluido prostatico dapprima nei canalicoli prostatjgoi in uretra (Basinger, 2003). La
prostata produce continuamente piccole quantitaedreto che viene riversato nella
porzione prossimale dell’'uretra. In caso di maneaé&ulazione o minzione, il secreto
prostatico € spinto nella vescica urinaria dali/ata pressione uretrale (Dorfman, 1998).



1.1.2 Cenni di anatomia della prostata di uomo

Nell'uomo la prostata si presenta come una ghiantiddulo-alveolare a forma di tronco
di cono, delle dimensione di circa una castagnel @elso di 20 grammi (Setchell al,
1994). Come nel cane, la prostata circonda comphatée la porzione prossimale
dell’uretra; la base della ghiandola e in rappartm il collo della vescica urinaria,
mentre I'apice e localizzato a livello del diaframmrogenitale (Risbridgest al, 2006).
L’'uretra non attraversa la prostata come una lreda ma, circa a meta del suo tragitto,
fra I'apice della prostata e il collo della vesgidhsegmento prossimale dell'uretra
disegna un angolo di 35° rispetto al segmentoldidigla stessa (Markhaet al, 1994).

Figura 1.2: Anatomia dell’apparato genitale maschile di uomo

Il parenchima prostatico viene suddiviso in treimagseguendo lo schema proposto da
McNeal: la zona periferica, la zona centrale, uitagda zona di transizione e la zona
preprostatica. La porzione anteriore della prostatzompletamente ricoperta da una
spessa banda di tessuto connettivo denomisatama fibromuscolare anterioye
mancante di qualsiasi struttura duttale.
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La zona perifericaé quella di estensione maggiore e comprende il d&%tessuto
ghiandolare. E l'area in cui il carcinoma prostatsi sviluppa con frequenza maggiore
(Markham et al, 1994).

L’area centralecontiene il 25% del tessuto ghiandolare. McNe#feknzia la zona
centrale dalla periferica sulla base di diversitaagico della struttura ghiandolare e
dell’aspetto citologico, paragonando la zona cémialle vescichette seminali dal punto
di vista istologico. Tale somiglianza spiegherebipercheé I'area centrale della prostata
risulta quella meno soggetta allo sviluppo di caoaii.

La zona preprostatica&gé rappresentata da fibre muscolari lisce, formanbt sfintere
cilindrico attorno all’'uretra, la cui funzione e glievenire il reflusso del liquido seminale
in vescica, al momento dell’'eiaculazione.

Tale sfintere di fibore muscolari lisce racchiude peccola zona di transizione
denominata anche area periuretrale, che rappreselutal 5% del tessuto ghiandolare
prostatico (Markhanet al, 1994). Seppur di piccole dimensioni, la zonaransizione
riveste una notevole importanza poiché e il sitccum origina liperplasia prostatica
benigna. (Setchedt al, 1994).

Nelluomo I'epitelio prostatico € formato principaénte da tre tipologie cellulari: le
cellule secretorie, le cellule basali e le cell#iroendocrine.

Le cellule secretoriesono cellule luminali colonnari che secernono gir@ nel lume
ghiandolare, drenato dai dotti prostatici in uretFaa le proteine secrete, le piu
importanti sono: I'antigene specifico per la prestProstate-Specific-Antigen, PHA

la fosfatasi acida prostaticRrpstatic Acid Phosfatase, PAR_e cellule secretorie sono
testosterone-dipendenti; in assenza di tale ormdadi, perdono il carattere secernente
al 90%, divengono cuboidali e presentano diminuzidnpeso e dimensioni (Markham
et al, 1994). Le cellule secretorie esprimono infatti &velli di recettori per gli
androgeni Androgen Receptors, ARS

Le cellule basalisono piu piccole delle secretorie e meno numer8sao cellule
rotondeggianti, adagiate sulla membrana basalasirate fra le vicine cellule colonnari,
prive di attivita secernente (Markhahal, 1994).

Le cellule neuroendocrinsi ritrovano nello strato luminale dell’epitelio a&cini e dotti

in tutta la prostata, e perfino nell'urotelio delfaucosa dell’'uretra prostatica. Si
contraddistinguono tre tipologie di cellule neurdecrine, a seconda delle molecole che
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producono: quelle piu abbondanti che produconotseima ed ormoni stimolanti la
tiroide, quelle producenti calcitonina ed infineetija che producono somatostatina
(Markhamet al, 1994).
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1.2 Fisiologia della prostata

La prostata € un organo androgeno-dipendentenilssiuppo, la sua dimensione e il
Suo carattere secernente sono preservati dal testioe (Markhamet al, 1994).
L’orchiectomia causa infatti una significativa diaodell’'organo, in particolare pari al
50% della sua iniziale estensione a 3 settimank dalstrazione, e pari al 70% a 9
settimane dalla castrazione (Barsamtal, 1995).

Gia durante la vita fetale, i testicoli producon@isostanza androgenica, il testosterone,
che promuove il differenziamento e lo sviluppo deghani genitali maschili (Bortalami
et al, 2009; Hill et al, 2004). In particolare, la produzione prenatald@edtosterone
mascolinizza il tratto genitale ed i genitali estee promuove la discesa dei testicoli
nello scroto. Alla nascita la produzione di testoshe si riduce notevolmente, per poi
progressivamente aumentare con [l'avvicinarsi deajgitangimento della puberta
(Sherwoocet al, 2005). Nell'animale prepubere la prostata sigmés come un piccolo
ingrossamento nodulare circondante l'uretra, camattata dalla presenza di dotti
sviluppati, alveoli poco evidenti ed abbondant®mtx ghiandolare (Brendlest al,
1983).

Con il raggiungimento della maturita sessuale, vuneincremento della secrezione di
testosterone da parte del testicolo. Tale ormotermea la comparsa della puberta, lo
sviluppo ed il mantenimento dei caratteri sesssedondari quali: il timbro della voce e
la distribuzione dei peli (nelluomo), la calcifmane delle corna (negli animali a
riproduzione stagionale), lo sviluppo del pene, thsticoli stessi e delle ghiandole
sessuali accessorie quali la prostata. Il testmséeregola inoltre la spermatogenesi, la
maturazione definitiva degli spermatozoi, I'aggress e la libido (Bortolamiet al,
2009). Nel cane sessualmente maturo, I'epiteliostatico si presenta fortemente
sviluppato con alveoli ben definiti, rivestiti dallule di dimensioni notevoli, occupanti
interamente il lume. Anche lo stroma ghiandolaselta ben sviluppato ed € costituito
da cellule muscolari lisce (Feldman, 2002).

La produzione ormonale da parte del testicolo é@letg da due gonadotropine, la
follicolostimolante (FSH) e la luteinizzante (LH)rodotte a livello di ipofisi anteriore
per azione di un ormone stimolante la produzionegahadotropine Gonadotropin
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Realising HormoneGnRH), secreto dallipotalamo. L'LH stimola lagoluzione del
testosterone a livello testicolare da parte detléule interstiziali del Leydig (Dobson,
1995). Come tutti gli steroidi, la produzione dsttesterone deriva dal colesterolo. I
legame dell’'LH a specifici recettori siti sulle kaé del Leydig, stimola la produzione di
AMP ciclico che attiva, di conseguenza, una pretdimasi A provocante la
mobilizzazione dei precursori degli steroidi, inrtp@plare tramite la conversione del
colesterolo in pregnenolone. Il pregnenolone vipoe convertito in testosterone che
penetra nel tubulo seminifero e viene liberatotoalente circolatorio (Feldman, 2002;
Sjaastacet al. 2004). 1| meccanismo che regola la produzioneslkiasterone e, a monte,
di LH e detto a feedback negativo: 'aumento detdsterone ematico provoca infatti
una diminuzione della sintesi dellLH e delle GnRbh conseguente decremento della
produzione del testosterone stesso (Feldman, 2002)

A livello di tubulo seminifero il testosterone pegipa al trofismo ed alle funzioni
secretorie e assorbenti dei tubuli efferenti, @eididimo, dei dotti deferenti e della
prostata; per via sistemica favorisce invece lanade libido (Feldmaret al, 1998). A
livello di circolo sistemico solo il 2% del testesbne totale si presenta in forma libera,
il restante si ritrova legato a proteine quali atime e globuline (Markharat al, 1994;
Sjaastadet al. 2004). Solo il testosterone libero diffonde nekstd#o prostatico
(Markhamet al, 1994).

La crescita di volume della prostata e I'attivicernente che la caratterizza, dipendono
dal deidrotestosterone (DHT), metabolita del téstase (T), ottenuto a livello della
ghiandola per azione dell’enzima-Beduttasi (Johnston, 2000; Markhanal, 1994).
La So-reduttasi sembra essere localizzata nella membrar@deare delle cellule
prostatiche epiteliali (Ganong, 1987). La convarsialel testosterone in DHT avviene
anche a livello di fegato e vescichette seminallenspecie che le presentano. || DHT
dal punto di vista biologico € maggiormente attoe testosterone, poiché si lega ai
recettori per gli androgeni con un’affinita doppigpetto a quest'ultimo e con una
velocita di dissociazione inferiore di 5 volte (Klar, 2008).

Gli androgeni, in particolare I'androstendionene@rodotti in quantita minima anche a
livello di surrenali, per influenza dell'ormone tiootropo (ACTH) prodotto a livello di
ipofisi; il loro effetto pero sulla prostata e iewvante (Markhanet al, 1994).
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Le cellule del Sertoli sono stimolate dal testamter prodotto dalle cellule di Leydig, e
dal’FSH a secernere sostanze atte a promuovgmliderazione degli spermatogoni e
il differenziamento in spermatozoi (Hi#t al, 2004). Fra tali sostanze, le proteine
leganti gli androgeniandrogen-binding proteinABP) rivestono un importante ruolo
poiché, legando per I'appunto il testosterone, memgttono I'accumulo in elevate
concentrazioni a livello dei tubuli seminiferi elldeterstizio del testicolo. Le cellule del
Sertoli inoltre secernonoitiibina che stimola la steroidogenesi a livello delle delldel
Leydig e, come il testosterone, esercita una rewoa negativa a livello di ipofisi
anteriore, con conseguente diminuzione della prodezdi FSH (Hill et al, 2004;
Cunningham J. Get al, 2007).

Gli estrogeni sono prodotti sia dalle cellule delytlig sia dalle cellule del Sertoli, a
partire da precursori steroidei sintetizzati dak#iule del Leydig (Dobson,1995). Una
parte del testosterone testicolare viene convaeirtitestradiolo, per azione dell’enzima
aromatasi, a livello sia del tratto genitale ché aevello. L'attivita dellaromatasi e
significativa nelle cellule del Sertoli, che sea@ra quindi elevate quantita di estrogeni.
Recettori per gli estrogeni sono stati identificatlivello di cervello, prostata, ossa e
tessuto adiposo (Sherwoetlal, 2005). A livello prostatico gli estrogeni antagzano
I'effetto degli androgeni non agendo in manierseta sul parenchima prostatico, ma
con un'azione di feedback negativo sulla produzidnéH da parte dell'ipofisi, con
conseguente diminuita produzione di testosteroneada del testicolo. (Markhaet al,
1994).

Dosaggi ormonali

Il dosaggio ormonale del testosterone sistemic@vartro valori di 1-5 ng/mL, mentre
il tasso di testosterone a livello gonadico sistteintorno a valori di 50-100 volte
superiori a quelli riportati per il testosteronerifggico (Feldmanet al, 1998).
Nell'uomo si riscontrano valori di testosteroned@-50 pug/100 mL rilevati nella vena
spermatica, mentre a livello periferico il tassaahtosterone si attesta intorno a valori
circa 75 volte inferiori: 600 ng/100 mL (Markhaet al, 1994). Cani sessualmente
maturi e caratterizzati da una libido normale, masentano valori di testosterone
periferico inferiori a 0,4 ng/mL; mentre valori erfori a 0,002 ng/mL caratterizzano |
cani castrati. Cani criptorchidi presentano vaffirtestosterone periferico compresi in
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un range fra 0,1 e 2 ng/mL (Feldmeanal, 1998). Nelluomo il dosaggio normale di
testosterone e di 611 ng/ 100 mL + 186 (range 300€) e presenta fisiologicamente
un graduale declino a partire dai 70 anni d’etdwemalori di 500 ng/100 mL (Markham
et al, 1994). Le concentrazioni plasmatiche di DHT nelifho sono circa 11 volte
inferiori rispetto ai valori riportati per il tesdterone, in particolare si attestano intorno ai
56 + 20 ng/ 100 mL. Nella prostata pero la situagigi inverte e la quantita di DHT
presente supera di circa 5 volte quella di testoste(Markhanet al, 1994).
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1.3 Cenni di fisiopatologia della prostata

Le patologie prostatiche piu comuni nel cane, camed’'uomo, sono liperplasia
prostatica benigna, le prostatiti, le cisti prastat, gli ascessi e le neoplasie.

Le patologie prostatiche interessano 1'80% dei chgtia maggiore ai 10 anni, e 1o 0.6%
dei cani di 4 anni d'eta. L'eta media alla diagndsipatologia prostatica si aggira
intorno ai 9 anni (Krawiec, 1992). Non vi € unataiare predisposizione di razza alla
patologia prostatica, anche se i pastori tedesdhi Bobermann risultano le razze
maggiormente interessate (Smith, 2008).

Fra le patologie prostatiche quella ad incidenzaygimae €& sicuramente l'iperplasia
prostatica benigna (Barsamti al, 1995), seguita dalle cisti prostatiche, dallespatiti,
dalle neoplasie e dagli ascessi (Smith, 2008).

L’iperplasia prostatica benigna (IPB) e un’evolumospontanea dell'organo correlata
allavanzare dell'eta del cane, rappresentata da figiologica iperplasia ghiandolare
che interessa la totalita dei cani a partire deacir3 anni d’eta (Smith, 2008). L'IPB
verra ampiamente trattata nel successivo paragrafa.

Le cisti prostatiche vengono in genere suddivisel igrandi categorie: le piccole e
multiple cisti associate ad IPB, le cisti da riteme, le cisti paraprostatiche e le cisti
associate a metaplasia squamosa (Dorfetat, 1998). A parte le prime (incidenza del
14%) (Blacket al, 1998), lincidenza delle cisti € bassa e sii@gmtorno ad un 2,6-
5,3% (Dorfmanet al, 1998). Le cisti tendono ad interessare prevaieante cani di
taglia medio-grande e nel 42% dei casi il loro eonto € settico (Blackt al, 1998). Le
cisti associate ad IPB derivano da un accumuloedreto prostatico all’interno del
parenchima dell’'organo, secondario all'ostruzionei danalicoli prostatici (Smith,
2008). Le cisti paraprostatiche invece, sembremeblderivare da residui dei dotti di
Muller (Dorfmanet al, 1998).

Le prostatiti sono causate da una colonizzaziotier@a della ghiandola che origina o
per via ascendente dall'uretra, o dal circolo eocsasiistemico. | batteri che si isolano
prevalentemente sono dlischerichia Coli seguiti daiMycoplasma Staphylococcus
spp., Streptococcusspp., Klebsiella spp., Proteus mirabilis Pseudomonasspp. e
Brucella canigSmith, 2008).
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Gli ascessi, rappresentati da ampie sacche di islatgrurulento presenti a carico del
parenchima prostatico, sono molto rari e risultana sequela delle prostatiti croniche
(Smith, 2008).

Le neoplasie prostatiche rappresentano il 5-7%ttk te patologie prostatiche (Memon,
2007) e I'eta media alla diagnosi si aggira intoand0 anni, con un range variabile dai
5 ai 17 anni (Cornelet al, 1997). Opinione comune € che la neoplasia proata
colpisca sopratutto i cani orchiectomizzé€8mith, 2008; LeRoyet al, 2009), in
particolare il rischio di svilupparla € 2.38 voiteaggiore per un cane castrato rispetto ad
un cane inter@Bell et al, 1991). L’adenocarcinoma € la neoplasia diagoatsti con
frequenza maggiore, in percentuale variabile d#&ll6% (Weaver, 1981l 16%
(Hornbuckleet al, 1989) a seconda degli autori. Altre neoplase @hssono interessare
la ghiandola sono: il tumore a cellule di trangmE@dSmith, 2008), il linfosarcoma,
I'emangiosarcoma ed il tumore a cellule squanfdsienstoret al, 2001).
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1.3.1 L’iperplasia prostatica benigna (IPB)

Con il termine di iperplasia prostatica benignaB(IRi si riferisce ad un aumento
uniforme delle dimensioni della prostata dovutaiad marcata proliferazione cellulare,
normale con l'accrescersi dell’eta del cane. Laagtiola viene coinvolta in maniera
diffusa e presenta un’espansione verso l'esterniacipalmente in direzione dorsale.
(Gobello, 2002). Le dimensioni medie di una pr@stateressata da IPB, valutate su un
gruppo di 36 cani, sono di 4.5 (diametro laterotdeg x 3.2 (diametro dorsoventrale) x
4.5 (lunghezza), ed il peso medio raggiunto dallemmdola si aggira intorno ai 35 gr
(Atalanet al, 1999).

Lo sviluppo prostatico puo essere suddiviso inahdr periodi: dalla vita fetale fino al
secondo anno vita dell'animale, seguito da unarsecdase di sviluppo esponenziale
androgeno-dipendente che termina verso l'undicesinmo di vita del cane, infine si ha
una fase senile di involuzione prostatica (O’'SH&&6?2). || 16% dei cani presenta infatti
gia a 2 anni d’eta, un’ipertrofia (aumento del vo&ucellulare) ed iperplasia (aumento
numerico) delle cellule prostatiche (Johnstbal, 2001).

L’IPB risulta quindi la patologia prostatica chersicontra piu frequentemente: in uno
studio condotto su 88 cani interessati da patolpgistatica, 51 di essi presentavano
IPB (Read, 1995).

L'IPB interessa il 60% dei cani che ha superatoanhi d’eta (Barsanti, 1993), mentre
colpisce 1'80% (Cotard, 1988) / 100% (Barsanti, 3P8lei cani d’eta superiore ai 10
anni. L'incidenza dell’IPB infatti, incrementa prazionalmente allaumentare dell’eta:
in uno studio condotto su cani Beagle il 40% di pessentava IPB a 2.5 anni, superati i
6 anni di eta I'80% di essi era interessato ddl;lihfine la percentuale di cani colpiti
dall’'lPB raggiungeva il 95% nei soggetti d'’eta magg ai 9 anni (Lowsetlet al,
1993).

L'eta media alla diagnosi di IPB varia fra i 7.7e@l, 1995) e gli 8.4 anni (Krawiec,
1992). Nei cani di eta superiore ai 4 anni I'lPEssociata in genere allo sviluppo di
plurime formazioni cistiche di piccole dimensionicarico del parenchima prostatico,
dovute alla ritenzione di liquidi in seguito alltaszione dei canalicoli prostatici
(Gobello, 2002).



L’eziopatogenesi dellIPB non é tuttora ben de@iniha sicuramente € data da uno
squilibrio nel rapporto androgeni/ estrogeni prdiddal testicolo (Smith, 2008). Con
'avanzare d’eta del cane decrescono i livelligditosterone e DHT circolanti, mentre la
produzione di estrogeni rimane invariata. A livglimstatico gli estrogeni inducono un
aumento dei recettori del DHT, accrescendo la b#éi&idell’organo nei confronti di
tale ormone. L'accumulo di DHT a livello prostatisarebbe causato da modificazioni
cataboliche e da un’aumentata attivita di legamiodmone con i recettori per gli
androgeni. Tale accumulo di DHT comporta una ctasia della componente stromale
che ghiandolare dell’'organo (Gobello, 2002).

Dal punto di vista istologico, I'lPB viene distinia“semplice” e “complessa’.

L’ IPB “semplice” si caratterizza per la presenza di un epiteliorserde aumentato di
volume ed alveoli molto sviluppati specie a cardmlla zona periuretrale, mentre lo
stroma non risulta abbondante.

In corso dilPB “complessaaffianco a zone d’iperplasia ghiandolare si ringeno aree
con alveoli atrofici o0 marcatamente dilatati, speai livello della zona periuretrale
(Brendleret al, 1983). Gli alveoli dilatati possono dare origiaecisti, di dimensioni
variabili da pochi millimetri a diversi centime{fRomagnoliet al, 2006).

L’'IPB puo essere asintomatica o sintomatica. Sat@wsiatica, viene vista come una
normale evoluzione dello stato clinico della prtsteorrelato all’avanzare dell’eta del
cane; se associata a sintomatologia si ricade enweguadro di patologia prostatica.

La sintomatologia riferibile ad IPB comprende seglmici urinari, quali ematuria e
perdite ematiche uretrali, od enterici, quali tenegettale, dischezia e feci nastriformi.
Le perdite ematiche uretrali non correlate alla zimne dipendono da un’aumentata
vascolarizzazione della prostata in corso di IPBsi esono rivelate I'unico sintomo
clinico nel 71.5% dei cani affetti da tale patobd@Read, 1995). Il sanguinamento € in
genere aggravato dalla vicinanza di cagne in cafattore che determina eccitazione e
conseguente contrazione delle cellule mioepitelsatatificate sugli acini prostatici
(Romagnoliet al, 2006).

| sintomi enterici derivano da un’ostruzione pakzidel retto data dalla compressione
esercita su di esso da parte della prostata imggas@Barsanti, 1993). Raramente
'aumento di volume dellorgano é tale da provocame’ostruzione uretrale con
conseguente disuria ed incontinenza (Barsanti, ;1986Bman, 1998).
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| cani colpiti da IPB si mostrano comunque vigil attivi e non presentano alcuna
sintomatologia sistemica (Barsanti, 1993).
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CAPITOLO 2 ASPETTI BIOCHIMICI DELLA PROSTATA

2.1 Il plasma seminale

L’eiaculato € di norma composto da spermatozoi euda componente liquida
denominata plasma seminale, che fornisce un angbagguato al mantenimento della
vitalita e della motilita degli spermatozoi nelttoagenitale femminile (Dellmagt al,
1994). La composizione del plasma seminale diiferisa le varie specie animali tranne
che per il fruttosio, fattore sempre presente engpale fonte di energia per gli
spermatozoi. La produzione di fruttosio € a cadelle vescichette seminali; per questo
motivo nelle specie in cui tali ghiandole sessaatiessorie sono assenti, come il cane, |l
fruttosio presenta concentrazione nettamente mi(feeece, 2009). La concentrazione
del fruttosio nel plasma seminale dipende inoledtversi fattori quali la frequenza di
eiaculazione, la concentrazione di glucosio ematiecstato nutrizionale. Nel plasma
seminale di uomo la sua concentrazione si attagbanio a valori di circa 200 mg/ 100
mL (Markhamet al, 1994).

Altri elementi presenti nel plasma seminale sonett®liti, acido ascorbico, vitamine,
prostaglandine (Reece, 2009), amminoacidi, proteacali grassi e diversi enzimi a
seconda della specie animale (Derivaux, 1974).

Fra gli elettroliti si ricordano il sodio, il calj il magnesio ed il potassio. Il potassio ed
il magnesio favoriscono il movimento degli spermaipil calcio ed altri ioni agiscono
in senso inverso (Derivaux, 1974). Ne deriva cheddilita degli spermatozoi dipende
dal rapporto fra le concentrazioni di calcio e neglo nel plasma seminale. Basse
concentrazioni di calcio ed elevate concentrazibmnagnesio, nell’eiaculato dei volatili
spiegano la caratteristica ipercinesi degli speszwtdi tali animali (Perez, 1994).

Le prostaglandine invece facilitano la fertilizzzze dell’oocita incrementando la
recettivita del muco cervicale allo sperma e prevao contrazioni della muscolatura
liscia, facilitanti il trasporto dello sperma verkovaio, attraverso l'utero e I'ovidutto
(Reece, 2009).
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Alcune delle piccole molecole presenti nel plasramisale sono: la creatinina e la
creatina, l'arginina, la spermina, la glicina eclto glutammico; quest’ultimo in
particolare costituisce la base aminica fondamentl plasma seminale in tutte le
specie animali (Perez, 1994).

| lipidi del plasma seminale sono di origine prtist e si trattan di fosfolipidi
contenenti colina e suoi derivati. Nei ruminanti asempio, la colesterina e stata
correlata alla capacita fecondante degli spermat@ab é risultata in concentrazioni
maggiori nelle specie ad eiaculazione vaginalegB&r994).

Fra gli enzimi rinvenibili nel plasma seminale, tjudi probabile natura prostatica sono:
la fosfatasi acida e alcalina, gli enzimi proteaoljtle glicosidasi e I'aspartato amino
transferasi (Feldman, 2002). Nelluomo un increroeti¢lla fosfatasi acida nel plasma
seminale e imputabile ad un inizio ed allo svilupboneoplasia prostatica. Nel cane
sano la fosfatasi acida oscilla fra 0 e 7 U/l, meim corso di IPB o prostatite tali valori
subiscono un incremento del 25%, in particolare soggetti interessati da cisti
prostatiche il dosaggio della fosfatasi acida sagempre i 7 U/l (Jaworekt al, 2001).
Nella prostata di cane, la fosfatasi acida si lazal a livello di cellule epiteliali
secretorie; comunque la sua concentrazione nealttegsnel secreto prostatico di tale
specie e nettamente piu bassa di quella rilevataiarao (Dubéet al, 1985). Nello
stallone invece, i massimi dosaggi di fosfatasidacsi rinvengono nella frazione
dell’eiaculato maggiormente ricca di spermatozagehdo presumere che in questa
specie la fosfatasi acida abbia un’origine testimle/o epididimale. Inoltre la quantita
di fosfatasi acida rinvenuta nell’eiaculato di ktaé, presenta una correlazione positiva
con la conta degli spermatozoi (Kareskastkal, 2010).

Nel cane la fosfatasi alcalina (come la carnité@@pnsiderata un marker della presenza
del secreto epididimale nell’eiaculato, e potrelgissere prodotta in minima quantita
anche a livello testicolare (Frenegeal, 1986; Gobellet al, 2002).

Il plasma seminale contiene inoltre acido citrieggotioneina, inositolo, fosforilcolina e
la glicerofosforilcolina. Sotto I'effetto del testi@rone testicolare tali sostanze sono
secrete dalla ghiandole accessorie del tratto geninaschile; scompaiono infatti a
seguito della castrazione e ricompaiono dopo iareali testosterone (Derivaux, 1974).
L'acido citrico origina in genere dalle vescicheteminali, ma non nell'uomo in cui ha
origine prostatica (Setchedit al, 1994). Tale acido promuove la coagulazione dello

23



sperma. L’ergotioneina invece, preserva il mantemtm della motilita degli
spermatozoi e si rinviene soprattutto nel plasnmairsgle di orso, stallone, zebra ed
asino (Derivaux, 1974; Setchedt al, 1994). La glicerofosforilcolina & di origine
epididimale e si rinviene in abbondanza nel plasarainale di stallone, montone, toro,
becco e verro, mentre la fosforilcolina si rinvieseprattutto nello sperma umano
(Derivaux , 1974).
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2.2 |l secreto prostatico

Il secreto prostatico € un liquido con un pH cheiltzsfra 6 e 7.4, atto a neutralizzare le
secrezioni acide della vagina, favorendo la vaatiegli spermatozoi in un ambiente
leggermente basico (Sherwoedal, 2005). Il 97% del volume totale dell’eiaculato e
rappresentato dal secreto prostatico (Kutzler, 2088 comprende cosi il perché
fisiologicamente il volume di sperma emesso aumantianiera lineare al peso ed alle
dimensioni prostatiche (Feldman, 2002). E stat® patutato che in caso di patologia
prostatica, come in corso di IPB cistica, si vedafuna sensibile riduzione del volume
spermatico, rispetto a soggetti con prostate nomihahari volume (Feldman, 2002)

Nel cane il secreto prostatico si rinviene nellampre soprattutto nella terza frazione
dell’eiaculato (Gobello, 2002). La prima frazionelletiaculato origina dall’'uretra e
dalla prostata, € chiara ed in genere non supemlume i 2 ml. La terza frazione € solo
di origine prostatica e puo superare i 15 ml diunt ed essere emessa in un tempo
variabile fra i 5 ed i 25 minuti (Smith, 2008).

1° frazione 2° frazione 3° frazione

=

Ch

Figura 2.1: Schema rappresentativo dell’origine delle treitvai dell’eiaculato di cane. Notare come
la seconda frazioni di origine testicolare sia udl volume minore ma maggiormente concentrata (&

la frazione contenente gli spermatozoi).



Il liquido prostatico di cane presenta una pred@maa degli ioni sodio e cloro, mentre
guello dell'uomo contiene soprattutto calcio, psita® citrato (Setchedit al, 1994).
Nell'uomo le tre proteine di origine prostatica @ecellenza sono: I'antigene specifico
per la prostata (PSA), la fosfatasi acida prosia{lPAP) e la proteina prostatica
specifica (PSP94) (Abrahamsseihal, 1990). Nel cane, € I'arginina esterasi il maggior
prodotto secretorio della prostata, e rappresent@0% delle proteine del plasma
seminale (Kutzler, 2008).

Un metallo che € stato identificato essere in tldtspecie un marker prostatico, ed
indice quindi della normale funzionalita della gidala, € lo zinco (Zn) (Sanad# al,
1985).

Vista l'importanza, nello studio biochimico delldgaw clinico e dell’attivita della
prostata, dello Zn e dell’arginina esterasi, qudisthi sono oggetto di approfondimento
nei paragrafi seguenti.
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2.2.1 Profilo proteico del plasma seminale

Il plasma seminale e stato analizzato dal puntastia elettroforetico nel cane, nel toro,
nello stallone e nell’ariete.

Nel bovino, il profilo proteico € stato associat@aticolari caratteristiche del plasma
seminale quali la fertilita (Killiaret al, 1993) e la facilita di congelamento (Joleiral,
2004). Sono state infatti identificate mediantettedéoresi 2D-page, delle specifiche
proteine correlate alla maggior fertilita di alcuari Holstein rispetto ad altri (Killiaet
al.,, 1993), e alla minor o maggiore predisposizionec@hgelamento del materiale
seminale (Jobiret al, 2004).

Nel gatto e nell’ariete sono state osservate ddifeerenze nel profilo proteico,
correlabili alla metodica di prelievo del materiademinale. Nell'ariete il profilo
elettroforetico degli eiaculati prelevati mediargettroeiaculazione, presentava due
bande proteiche in piu (15 kDa, 22 kDa) e I'assededéa banda di peso molecolare di
25 kDa, rispetto agli eiaculati prelevati con vagartificiale (Jiménez, 2008). Nel gatto
invece, il profilo proteico del materiale semingbeelevato mediante cateterismo
uretrale, una volta raggiunto [I'effetto farmacolomi della medetomidina, era
caratterizzato da un maggior numero di bande mtodei in particolare di peso
molecolare pari a 55 kDa e 14 kDa, e dalla maggpoicentrazione di 4 bande (66 kDa,
22 kDa, 12 kda e 5.5 kDa) (Zambadtial, 2010).

Nel cane, lo studio del profilo proteico del plasseminale ha permesso di identificare
delle particolari bande proteiche quali marker eeBecrezioni prostatiche ed
epididimali. La banda B20 di peso molecolare parila6 kDa, presente in
concentrazione elevata in tutti i cani esaminasjaga identificata essere una subunita
dell’arginina esterasi, considerata marker dellamabe funzionalita prostatica (De
Souzaet al, 2007). Le bande proteiche B9 (42.6 kDa) e B132&®a) invece, si Sono
rivelate dei marker delle secrezioni epididimabjghé assenti nei campioni di eiaculato
raccolti dopo aver sottoposto i cani a vasectorbia $ouzaet al, 2006). Inoltre, nel
cane come nel toro, sono state determinate cowalapositive fra alcuni parametri
relativi al materiale seminale, quali la vitalitdaemotilita spermatica, e la presenza di
determinate bande proteiche quali quelle a 67 kB®&.6 kDa (Killiaret al, 1993; De
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Souzaet al, 2006). Nel gatto al contrario, non sono statatifieate correlazioni fra il
profilo elettroforetico del plasma seminale ed igoaetri relativi alla valutazione dello
sperma; poiché il profilo proteico dei gatti com@ilato privo di spermatozoi risultava
simile a quello degli altri (Zambelét al, 2010).

Nel cane il numero di bande proteiche identificatgo frazionamento elettroforetico
supera la trentina, e la maggior parte di essersiantrano a livello di pesi molecolari
inferiori a 17 kDa (De Souzat al, 2006; De Souzat al, 2007). Nel gatto le bande
proteiche si concentrano prettamente in due péaticoone del profilo elettroforetico:
una, come nel cane, a livello di pesi molecolafeniori ai 22 kDa, l'altra invece ad
elevato peso molecolare, in particolare fra i 2D@led i 60 kDa (Zambelét al,, 2010).

Il toro e l'ariete, al contrario, presentano potla@de proteiche concentrate in una zona
del profilo elettroforetico fra gli 11-14 kDa e@4-26 kDa (Jobinet al, 2004; Jiménez,
2008). Il profilo proteico del plasma seminale dillene presenta un numero di bande
proteiche compatibili a quelle osservabili nel tama distribuite all'interno di un range
di pesi molecolari variabile da 14 kDa a 120 kDeagér, 1996).
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2.2.2 L’arginina esterasi

L'arginina esterasi, come precedentemente ricoydafmpresenta il 90% delle proteine
del plasma seminale di cane (Chapdelainal., 1984; Dubéet al, 1985; Kutzler, 2008)
ed e di origine prostatica (Frenette al, 1987). In particolare si ritrova nella cellule
ghiandolari dell’organo (Gobello et al, 2002). Liatssi dell’arginina esterasi € sotto |l
controllo ormonale, infatti tale proteina € andmogeipendente: la castrazione ne
comporta la scomparsa dal plasma seminale, mémtiezione di 3e. androstenediolo
la fa ricomparire (Dubét al,, 1985).

All'elettroforesi su gel di poliacrilammide l'argima esterasi presenta un peso
molecolare di 25 kDa ed in condizioni denaturamtipresenza di mercaptoetanolo e
SDS, subisce la rottura dei ponti disolfuro cheateyyle due catene proteiche che la
compongono, dando origine a due bande proteicpettigamente di 15 kDa e 14 kDa
di peso molecolare (Chapdelaietal., 1984).

Nelluomo la funzione dell’arginina esterasi, enaiad attivita simil-proteolitica, e di
idrolizzare il coagulo formato dal materiale senengoco dopo la sua emissione. Nel
cane l'eiaculato non forma alcun coagulo, quinditivita dell’arginina esterasi risulta
poco chiara; si ipotizza comunque che possa ligeeilamuco del tratto genitale
femminile (Dubéet al,, 1985).

L’arginina esterasi & stata anche associata asseldelle callicreine in quanto la sua
seguenza aminoacidica presenta un’omologia del éa9da callicreina pancreatica del
suino, ed il suo peso molecolare e simile a que#tia callicreina delle ghiandole
salivari; ma a differenza di quest’'ultime non eggnado di idrolizzare il chininogeno del
plasma seminale di cane (Frenettal; 1985).

Si ritiene inoltre che l'arginina esterasi possalieare la sua attivita a carico della coda
degli spermatozoi, poiché e stata identificataale tsito tramite immunofluorescenza
(Frenetteet al; 1985).

L’'arginina esterasi € stata comparata con la maggioteina secreta dalla prostata di
uomo: I'antigene specifico per la prostata (PSAjtr&mnbe le proteine infatti presentano
pesi molecolari simili, 29 kDa per l'arginina estere 34 kDa per la PSA, sono enzimi
appartenenti alla classe delle serin-proteasinadan’omologia del 58% a livello della
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porzione terminale NHdella sequenza aminoacidica (Dubg al, 1986). La PSA
nelluomo aumenta notevolmente in corso di neoplgwmiostatica, mentre nel cane
interessato da tale patologia, I'arginina estemasi subisce incremento alcuno. In corso
di IPB pero, i valori di arginina esterasi nel cam®o risultati notevolmente aumentati
(Gobelloet al, 2002).

Ulteriori studi sono necessari per indagare I'ga@ivlell’arginina esterasi ed il ruolo di
tale enzima in corso di patologia prostatica.
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2.2.3 Lo zinco (Zn)

Minerale di grande importanza nella composizionleptlesma seminale € lo zinco (Zn)
(Pérez, 1994), poiché stabilizza la membrana eebBuk la cromatina nucleare degli
spermatozoi (Liret al, 2000).

Lo Zn € un metallo traccia che presenta un ruotemmale per oltre 200 enzimi fra cui
la carbossipeptidasi, la fosfatasi alcalina, I'alcdeidrogenasi, I'anidrasi carbonica e la
superossido dismutasi; risulta quindi coinvolto netabolismo di carboidrati, lipidi,
proteine ed acidi nucleici (Ruckest al, 2008). A livello enzimatico lo Zn svolge
essenzialmente 3 funzionicatalitica, poiché partecipa attivamente alle reazioni
enzimatichecoattiva poiché il legame fra atomi di Zn modula la fummocatalitica, e
strutturale poiché gli atomi di zinco sono essenziali perbiizare la struttura
guaternaria di alcuni enzimi (Vallet al,, 1993).

Lo Zn inoltre partecipa alla formarmazione di dom{@n-binding fingery tramite i
qguali le proteine interagiscono con il DNA, I'RNAIo ribosomi, assicurando quindi la
stabilita delle strutture nucleiche (Tapietoal, 2003; Ruckeet al, 2008).

Allo Zn sono state anche attribuite proprieta asidanti; sembra infatti che esso
contrasti I'azione di particolari composti reattidell’ossigeno (ROS) che provocano
I'ossidazione di lipidi, proteine, DNA, provocanderi danni cellulari (Colagaet al,
2009).

Lo Zn infine, ricopre un ruolo importante nello Isygpo dei testicoli e nelle funzioni
fisiologiche dello sperma; infatti un deficit di Zsrovoca ipogonadismo, diminuzione
del volume testicolare, inadeguato sviluppo deattari sessuali secondari e atrofia dei
tubuli seminiferi (Colagart al, 2009). Indice dellimportante ruolo dello Zn rll
spermatogenesi e steroidogenesi, € il ritrovamafitdasse concentrazioni di Zn
seminale ed ematico, associate a basse concenirdrtestosterone ematico, in uomini
infertili oligospermici od azoospermici (Adit al; 2005). In tori carenti di Zn inoltre, si &
verificata la perdita della capacita di produzioih@ndrogeni, con successiva scomparsa
della funzione spermatogenetica (Perez, 1994).

Gli alti livelli di Zn nel plasma seminale di uompari a 140 pg/ mL, derivano
principalmente dalle secrezioni prostatiche (48884u1g/ mL); tale ghiandola presenta

31



infatti la maggior concentrazione di Zn (50 mg/ P peso secco) rispetto a qualsiasi
altro organo (Markharet al, 1994). Nell'uomo infatti, la concentrazione di Zella
prostata supera di 3-7 volte quella degli altriaonig(Shu-Feket al, 2009). La medesima
situazione di verifica nel cane, dove la quantitZm nell’eiaculato supera di 7 volte la
guantita di Zn nel sangue (Bartlett, 1962). Nelthw affetto da iperplasia prostatica
benigna, i valori di Zn nel plasma seminale risudtatabili od elevati, mentre in caso di
adenocarcinoma prostatico il contenuto di Zn deere®tevolmente. Nella prostata di
uomo lo Zn si localizza principalmente nelle callidecretorie, mentre nel ratto, le
maggiori quantita di zinco risultano nello stronmaparticolare a livello della membrana
basale (Markhanet al, 1994). Nella prostata di gatto lo Zn si concerdrdivello
dell’area apicale delle cellule secretorie e nehdughiandolare, indicando l'origine
prostatica di tale metallo nel plasma seminale fAyg 1970). A differenza di tutte le
altre specie, nell'orso l'origine dello Zn nel plag seminale € stata attribuita alle
vescichette seminali (Boursnell al, 1972).

Definita I'origine prostatica dello Zn, ne consegiee la sua concentrazione totale nel
plasma seminale risulta indicativa di una normalezionalita della ghiandola prostatica
stessa (Sanads al, 1985).

La correlazione tra la concentrazione dello Zmguantita totale di esso nell’eiaculato, e
la fertilita del soggetto esaminato, € stata oggett diversi studi con risultati
discordanti.

Alcuni di essi riportano non esserci differenzelanedoncentrazione di Zn e nella
guantita totale di esso, valutate nello spermalcsaegue, di uomini sani o affetti da
problemi di fertilita di diverso tipo o grado (Salaeet al, 1985; Wonget al, 2001).
Altri, al contrario, hanno successivamente evidaiozconcentrazioni significativamente
maggiori di Zn nel plasma seminale di uomini fertiispetto agli infertili (Colagaet
al., 2009).

| primi studi riguardo eventuali correlazioni fra toncentrazione di Zn nel plasma
seminale e le caratteristiche dell’eiaculato, haampiricamente riportato che: uomini
recanti spermatozoi meno motili, presentavano leomiconcentrazioni di Zn nel
plasma seminale (Sanadgnal, 1985). Altri autori, al contrario, sostengonondin aver
rilevato alcuna relazione tra la concentrazion&€mli la quantita totale di quest’'ultimo
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nell’eiaculato e le caratteristiche dello spermalgad esempio, la concentrazione e la
motilita percentuale e progressiva (lehal, 2000).

In seguito, e stato riportata una correlazionetpasira la concentrazione dell’eiaculato
e la concentrazione seminale dello Zn (Watgal, 2001; Colagaet al, 2009), fra
guest’ultima e la normale morfologia del seme (Galat al., 2009), fra la motilita, la
morfologia, la concentrazione del seme e la comaeiaine ematica dello Zn (Wored
al., 2001).

Dalla valutazione della concentrazione seminaleZdiin soggetti fumatori e non
fumatori, € emerso che suddetta concentrazionkariswaggiore, seppur in maniera non
significativa, nei non fumatori, che risulterebbersi meno predisposti all’'infertilita
(Colagaret al, 2009; Liuet al, 2010).

In soggetti astenozoospermici, la somministraziorade di Zn ha fornito una maggior
protezione degli spermatozoi dai danni causatedslecie reattive dell’ossigeno (ROS),
comportando un miglioramento nella qualita dellergpa, specie nella motilita e
nellintegrita della membrana spermatica (Oret al, 2008). Altri studi hanno
dimostrato che una dieta appropriata, associatanddtegrazione di Zn assunta per
bocca, permette di ridurre il rischio di sviluppel dumore alla prostata nelluomo
(Gonzaleset al, 2009); infatti si e visto che i pazienti affetth neoplasia prostatica
presentano livello ematici di Zn assai inferiori @azienti sani o interessati da IPB
(Adaramoyeet al., 2010).

Elevate concentrazioni di Zn sono state rilevatensgeriale seminale di orso (171.74 +
65.72 mg/kg), rispetto allo stallone (86.20 + 45:188/kg), al toro (83.15 = 61.61
mg/kg), al topo (60.46 + 35.37 mg/kg) ed alla vol{de3.09 + 5.22 mg/ kg) (Massarst
al., 2003).



CAPITOLO 3 ASPETTI CLINICI DELLA PROSTATA DI
CANE

Quando si sospetta una patologia prostatica e setada raccolta di un’approfondita
anamnesi e l'esecuzione di un attento esame ofuiegienerale e particolare, relativo
allapparato riproduttore. Durante I'esame clinigelativo all’apparato genitale

maschile, la prostata pud essere indagata medipaipazione digito-rettale.

Informazioni utili da raccogliere sono: la duratéeyoluzione dei sintomi, le abitudini

di minzione e defecazione del cane, eventuali matakioni di disturbo sistemico
(Dorfmanet al, 1998).

Esami collaterali che ci indirizzano verso una dizg] sono: la radiografia, I'ecografia,
I'esame dell’eiaculato, la biopsia.

Per quanto concerne I'esame dell’eiaculato, necquenti paragrafi sono gia stati
approfonditi gli aspetti biochimici del plasma seale. Nei paragrafi successivi
descriviamo gli aspetti radiografici, bioptici ed particolare ecografici della prostata.
Particolare attenzione vertera sull’esame ecograficbianco e nero e con mezzo di
contrasto, in quanto oggetto del nostro studio.

3.1 La palpazione

Lo stato della prostata puo essere apprezzato &gpalpazione digito-rettale della
porzione caudo-dorsale dell'organo, sebbene lazjpos di quest’ultimo dipenda dalla
stato di replezione della vescica, dall'eta delecandallo stato clinico della ghiandola
stessa (Gobello, 2002; Dycet al, 2009). Per rendere piu agevole la manualita,
I'esplorazione rettale puo essere associata almpane addominale dell’'organo, atta a
spingere caudalmente la prostata verso il ditorsuretto. Alla palpazione si valutano
le dimensioni, la simmetria, la forma, la consigeee la dolorabilita della prostata che,
se sana, risulta liscia, simmetrica e indolenterfidan, 1998; Smith, 2008; Dyc# al,
2009). Una prostata ipertrofica mantiene gli stpssametri alla palpazione, ma appare
aumentata di volume da 2 a 6.5 volte rispetto aal gimandola in condizioni normali
(Gobello, 2002).
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3.2 La radiografia

La radiografia non e sicuramente la tecnica diietez per studiare la prostata poiché
non sempre tale organo risulta radiograficamergatiticabile, specie se il retto appare
marcatamente disteso per la presenza di abbondantenuto fecale (Lattimest al,
2007; Costello, 2009). Con I'esame radiograficoogsibile studiare le dimensioni, la
forma, i contorni e la posizione dell’organo (Smi#®08). La proiezione migliore per
visualizzare tale ghiandola € la laterale del setemwldominale caudale: a vescica piena
la prostata si osserva subito cranialmente al pavicpubico, a vescica vuota si situa
invece del tutto o in parte in cavita pelvica (Doah, 1998). Per una visualizzazione
ottimale dell'organo e opportuno centrare la rathfig della porzione caudale
delladdome all'incirca 1-2 cm cranialmente rispettll’articolazione dell’anca
(Costello, 2009). In proiezione ventrodorsale laspata € situa a meta del pavimento
pelvico, o leggermente spostata verso destra stini

La visibilita dell’'organo dipende dal contrasto cibriessuto adiposo che la circonda
(Kealy et al, 2005, Costello, 2009); in cani molto magri o gnesentano una raccolta
liguida in prossimita del collo della vescica, fano e difficiimente evidenziabile
(Lattimer et al, 2007). Dal punto di vista radiografico, la ghialadsana appare come
una struttura ovoidale, a radiopacita omogeneaaigdei tessuti molli, a contorno lisco
(Kealy et al, 2005, Costello, 2009). Una prostata di normatehsioni valutata alla
radiografia ventrodorsale non deve superare la miella larghezza dell’entrata della
pelvi, mentre alla radiografia laterale non deveesare il 70% della distanza fra il
promontorio del sacro ed il pube (Nylan, 1995).

La sensibilita della radiografia nell'identificarnie della patologia prostatica si limita
alleventuale osservazione di foci di mineralizoam®, associabili a neoplasia prostatica
nel 100% dei cani castrati e nel 22% dei cani irfgradburyet al, 2009). Infatti I'lPB,

la prostatite, gli ascessi possono essere di itkffise non impossibile, differenziazione
alle radiografie convenzionali (Stowatdral, 1989).

In corso di IPB, si possono radiograficamente awitie uno spostamento craniale
della vescica urinaria, ed uno spostamento dodleolon, pit 0 meno associato alla
sua compressione, provocati dalla prostatomegdlia. segno radiografico di
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prostatomegalia € inoltre la presenza di un trilmgotessuto adiposo tra la vescica, la
prostata e la parete addominale ventrale (Lattehaf, 2007).

Tecniche daiuto nella visualizzazione radiograficaella prostata sono:
I'uretrocistografia con mezzo di contrasto positiaihe permette di differenziare la
vescica dalla prostata nel caso siano presentsah@o grosse cisti paraprostatiche, e
I'uretrocistografia retrograda, che permette lautadione dell’'uretra prostatica. |l
diametro normale dell'uretra prostatica deve esderd a 2.7 volte quello dell’uretra
pelvica media. Una riduzione del diametro dell'tagbrostatica puo essere associata a
cisti paraprostatiche, ascessi o neoplasia proatélorfman, 1998). Un piccolo difetto
di riempimento, localizzato nella parete dorsald'utetra prostatica, in prossimita del
centro della ghiandola, rappresenta il collicolmgrle (Lattimeret al, 2007).
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3.3 L’ecografia

L’esame ecografico della prostata si esegue coané in decubito laterale o dorsale in
approccio prepubico, utilizzando una sonda seteoriia 7.5-10 MHz (Nylan, 1995).
L’ecografia transrettale potrebbe permettere unglione visualizzazione dell’'organo
ma richiede la sedazione del soggetto (Costelld9R@Posizionando la sonda a destra o
sinistra del pene, si effettuano scansioni tragers longitudinali sovrapubiche
dell’organo, al fine di visualizzare tutte le addla ghiandola (Busoni, 2007).

Fino ai 2 mesi detda la prostata € posizionata avita addominale, a causa
dell’attaccamento uracale che mantiene la vesaicena in posizione cranio ventrale
(Nylan et al, 1995). In seguito, come conseguenza del degratanael residuo
uracale, la prostata si sposta in cavita pelvican @€ raggiungimento della maturita
sessuale, gli ormoni sessuali maschili stimolanaaorescimento del volume prostatico
che provoca un progressivo spostamento dell’orgamavita addominale (Nylan 1995;
Dorfman, 1998). Il marcato aumento di volume dphastata, evidenziato frai4 ed i 16
mesi di vita del soggetto, va di pari passo adaddoppiamento del peso dell'organo
stesso, che avviene nel giro di 7-8 mesi (Ambrasiocal, 1998). In seguito alla
castrazione, la marcata atrofia della prostataifzhe I'organo torni in posizione
intrapelvica (Nylaret al, 1995).

Il volume prostatico e correlato all'eta e allaliaglel cane, e la normale dimensione
dell’'organo non é ancora stata stabilita con prawes L'esperienza permette comunque
di acquisire un’immagine mentale soggettiva dellfappa soglia di criterio della
normale apparenza della prostata, per forma e dimea (Nylan, 1995). Lo Scottish
Terrier presenta fisiologicamente una prostataiedsioni 4 volte maggiori rispetto a
cani di taglia ed eta simile (Costello, 2009).

Il volume prostatico espresso in tnel cane pud essere determinato tramite la seguent
formula: (L x Wx D]/ 2.6) + 1.8, dove con la lettetaci si riferisce alla lunghezza della
prostata, con |aN al diametro latero-laterale e con [a al diametro dorsoventrale
misurati ecograficamente. Il diamet e D devono essere misurati in una sezione
trasversale visualizzata a meta dell’uretra prastatmentre laL in una sezione
longitudinale comprendente I'uretra (Kamolpatahal, 2000).
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Per identificare ecograficamente la prostata, ejlge come punto di repere il collo della
vescica e lo si segue caudalmente, inclinando tadesan modo tale da orientare
caudalmente il campo di visione (Busoni , 2007).\isione dellorgano e facilitata
dalla presenza di urina in vescica che spinge al@mente 'organo (Kealgt al, 2005;
Costello, 2009). La prostata puo essere in contaitdrigono vescicale o separata da
esso da una piccola porzione di uretra pelvicas@lorente alla prostata, il colon distale
appare in genere come una sottile linea iperecogenaa struttura curvilinea con
un’ombra acustica secondaria dovuta alla preseingasdNylan, 1995).

Ecograficamente la prostata normale presenta umplima ad ecogenicita omogenea
con una tessitura media-fine. L’ecogenicita vadagérecogena a ipoecogena a seconda
del soggetto, anche se in genere € normale rireveimia media ecogenicita dell’'organo.
In sezione trasversale e identificabile la forméolimta della prostata e, sul piano
mediano dell’organo, si puo valutare l'uretra patish che appare come una struttura
anecogena o0 ipoecogena, rotondeggiante, in posizentrale o leggermente dorsale
(Busoni, 2007; Nylan, 1995).

In sezione longitudinale la prostata € di formaodale a rotonda, e l'uretra si presenta
come una struttura lineare ipoecogena che l'aftsaven tutta la sua lunghezza,
dividendola in una porzione superiore ed inferiore.

Il lume uretrale pud normalmente presentarsi cidedm da tessuto fibroso periuretrale
ecogeno, a sua volta circondato da una zona ipeeeo@@usoni, 2007; Hecht, 2008).

La capsula prostatica ecograficamente appare comesottile bordo iperecogeno
(Busoni, 2007; Mattoon, 2002).

Nei cani castrati la prostata appare piccola, omeged ipoecogena (Hecht, 2008).
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Figura 3.1 Sezione longitudinale-7,5 MHz. Cane meticcio @irhi. Prostata sana. Notare I'uretra che
Si presenta come una struttura lineare ipoecodemattraversa la ghiandola per tutta la sua lurgghez
dividendola in due porzioni: superiore ed inferiodleparenchima appare omogeneo ad ecogenicita

intermedia.

Lo studio ecografico della prostata e stato cotweddl’aspetto istologico dell’organo. In
sezione trasversa, nel parenchima prostatico ¢ eexigbile un’area centrale,
determinata dalle fibre collagene circondanti i tidgirostatici, che si prolunga
lateralmente verso i due lobi prostatici, assumemdaspetto approssimativamente a
farfalla, caratterizzata da una maggiore ecogenig#ipetto il parenchima circostante.
Dorsalmente e ventralmente a tale area, il tesghtandolare appare come una zona
pressappoco triangolare ed ipoecogena. Un sottialob ipoecogeno di tessuto
ghiandolare € identificabile anche al di sotto aletiapsula prostatica lungo la
circonferenza dell’'organo.

In sezione longitudinale, il collagene forma unamvale centrale circondata da una
zona ipoecogena di tessuto ghiandolare. In un pasgubere il parenchima prostatico
appare diffusamente iperecogeno per il marcatuvd del tessuto connettivale e la
mancanza di tessuto ghiandolare (Mattoon, 2002).

3.3.1 Cenni di ecografia in corso di iperplasia prstatica benigna

All'esame ecografico, una prostata ipertrofica préa un aumento armonico delle
dimensioni ed una distribuzione uniforme di echieini ad ecogenicita media od
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aumentata, omogenea o disomogenea, tale da cenfiaraspetto finemente granulare o
nodulare del parenchima (Mattoehal, 2002). La texture del parenchima varia quindi
da fine a grossolana, e si possono osservare deiperecogeni disseminati, ritenuti
secondari allincremento della vascolarizzaziongbeosi (Mattoonet al, 2002). La
forma bilobata ed il contorno ben definito si magf@no, in genere, anche in corso di
IPB. Spesso sono osservabili aree rotondeggianécagene, di pochi millimetri di
diametro correlabili alla presenza di microcisedFgo, 2001; Busoni, 2007). In caso di
cisti le cavita anecogene risultano ben definigengargini lisci (Gobello, 2002).

Figura 3.2: Sezione trasversale-7,5 MHz. Cane meticcio dir@.&rostata con iperplasia prostatica
benigna. Notare I'aumento di dimensioni dell’orgath@arenchima si presenta disomogeneo per la
presenza di aree nodulari isoecogene. La formf@gno si mantiene bilobata ed i margini appaiono

ben definiti.
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3.4 La biopsia

La biopsia prostatica pud essere eseguita per wecufanea perirettale o
transaddominale, oppure per via laparotomia. Lan@riecnica é rapida e richiede
soltanto una sedazione dell'animale, anche se impeda visualizzazione dell’area di
prelievo, comportando il rischio di tralasciare asguti patologici, o di pungere
inavvertitamente vasi sanguigni, l'uretra, cavitatiche o ascessuali. E consigliabile
quindi eseguire tale tecnica sotto controllo ecdata.

La biopsia per via laparotomica si esegue in cafisinterventi chirurgici a carico

dell’organo (Dorfmaret al, 1998).

Figura 3.3: Esecuzione di una biopsia prostatica percutaaes tiddominale ecoguidata con ago da

14 G. Nella foto a destra, particolare della cadhtizssuto prelevato.
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CAPITOLO 4 PARTE SPERIMENTALE

Introduzione

Il lavoro eseguito comprende 3 differenti studireri I'approfondimento di diversi
aspetti della fisiopatologia della prostata, intigatare I'aspetto clinico, biochimico ed
ormonale.

Per quanto riguarda l'aspetto clinico e stato esegwno studio ecografico
sull’accrescimento e sviluppo della ghiandola, digadai 4 giorni di vita all'anno di
eta del cane.

L’'aspetto biochimico dellorgano € stato indagatel secondo studio, analizzando
'eventuali differenze nel profilo proteico e nelofilo dello zinco, valutato con
spettrofotometria ad assorbimento atomico, su camngli plasma seminale di cani sani
o cani affetti da iperplasia prostatica benigndosimatica od asintomatica. Lo studio e
stato eseguito allo scopo di valutare se I'appmdzochimico ai problemi prostatici
possa essere d’aiuto nella diagnosi della piu cenpatologia della prostata, I'iperplasia
prostatica benigna.

Il terzo studio inerente I'aspetto ormonale dellaspata, completa lo studio precedente,
analizzando le eventuali differenze ormonali (Ts&mne, Estrogeni e Progesterone)
riscontrabili fra due gruppi di cani: i cani sangeaelli affetti da iperplasia prostatica
benigna.
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4.1 Studio 1: Aspetti Clinici

4.1.1 Materiale e metodi

Presso i ricoveri della Sezione di Riproduzione male della Facolta di Medicina
Veterinaria dell’'Universita di Bologna, € stata it&fa per circa 2 mesi, una cagna
gravida appartenente al canile del Trebbo di RenBalbbgna. La cagna e stata ivi
alloggiata poiché potesse portare a termine laidmaza e partorire in un luogo piu
sereno, confortevole e in cui potesse riceverewtegure veterinarie.

Il travaglio € incominciato alle 22 della sera. ¢agna ha dato alla luce 5 cuccioli in 4
ore con parto naturale, successivamente, causaarsrcondaria da esaurimento delle
energie, € stato necessario un taglio cesarecaperatcere gli ultimi 4 cuccioli. Dei 9
cuccioli nati, 3 erano femmine e 6 erano maschi.peamanenza della cagna e dei
cuccioli presso i ricoveri della Sezione di Ripremune Animale si € prolungata fino
allo svezzamento completo dei cuccioli (circa duesiy momento in cui sono stati
affidati ai futuri proprietari.

Figura 4.1: Foto della cagna ospitata presso i ricoveri @gl/Rio di Riproduzione Animale e dei suoi

cuccioli
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Ognuno dei 6 cuccioli maschi é stato sottopostcesaime ecografico della prostata
effettuato a 4, 12, 23, 45 giorni di vita. Successiente i cuccioli sono stati dati in
adozione. Dei nuovi proprietari soltanto 3 su 6 rftaracconsentito ad eseguire il
monitoraggio ecografico dell'accrescimento dellaspata a 4.5 mesi, 7 mesi, 8 mesi, 11
mesi e 13 mesi d’eta.

Fino a 4,5 mesi di eta le ecografie sono state u#segon un ecografo altamente
performante, utilizzando la sonda lineare da 12 Midentre dai 7 mesi d’eta in su e
stato utilizzando un ecografo Esaote Pandion 366nSsonda microconvex da 10 MHz.
L’esame ecografico € stato eseguito mantenendaciiclo in decubito dorsale con
approccio trans-addominale.

Una volta visualizzata la prostata, nella sezioasversale sono stati misurati i due
diametri dorso-ventrald)) e latero-lateraleW). In sezione longitudinale invece, € stata
misurata la lunghezzd ) dell’organo. Nelle due sezioni, trasversale egitudinale,
ogni diametro e stato rilevato tre volte e il valdinale risulta dalla media dei tre valori
calcolati. Il volume della prostata e stato caltmkecondo la formula:
VP=[(DxWxL)/2,6]+ 1,8 (Kalmopatanet al, 2000).
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4.1.2 Risultati

Le immagini ecografiche seguenti mostrano le sezicasversali e longitudinali di
alcune delle prostate esaminate a 4, 12, 23, 4b gijg € a 4.5, 7, 8, 11, 13 mesi d’eta.
La descrizioni delle immagini riportate esprimonasultati ottenuti:

: L
Prostata trasy. . e
4gg:005865 _ - : P?o?fn‘ta iy ——

Figura 4.2: Sezione trasversale (a sinistra) e longitudi(aléestra) della prostata di un cucciolo a 4 gg
di vita. L’organo si presenta a margini netti eebgenicita del parenchima risulta omogenea, corhe ne
cane adulto. Notare come la forma dellorgano smndeggiante, mancante della tipica lobatura
presente nella prostata di cane adulto. Il par@emahgrostatico inoltre appare marcatamente ipoeagen

se comparato all’ecogenicita della ghiandola diecaaulto.



Prostata trasy.
12 gg : D0.530
" W0.566

Prostata trasv.

Prostata long.
23 gg: D 0.526 . 239
W 0.595 ;

Figura 4.3 Le prime due foto mostrano la sezione trasver&alsinistra) e longitudinale (a destra)
della prostata di un cucciolo a 12 gg di vita, Etande foto mostrano la sezione trasversale e
longitudinale dell'organo in un cucciolo di 23 gguvita. L'aspetto dell’'organo € molto simile a glael
osservabile nel cucciolo a 4 gg di vita, e precéslaente descritto. Si nota un lieve aumento delle
dimensioni dell'organo.
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Prostata trasv.
45 gg : D 0.676
W 0.702 i

Figura 4.4: Immagini ecografiche relative alla prostata diautciolo di 45 gg di vita. Rispetto alle
immagini precedenti si nota un aumento delle dinmemslell’organo, specie della lunghezza ed un

aumento dell’ecogenicita del parenchima prostatico.

Prostata trasy.
45 m : D0.906 Prostata long.
W0.950 45 m: L 191

Figura 4.5. Sezione trasversale (a sinistra) e longitudifaléestra) della prostata di un cucciolo a 4.5
mesi d’eta. L’organo si mantiene a margini nettiecedsservabile la lobatura tipica che caratteriaza
prostata di un cane adulto. Il parenchima prosiagjgpare sempre omogeneo ma si nota un marcato

aumento dell’ecogenicita di quest’ultimo.
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Prostata trasv. Prostatalang. -
fmaD 2.18
o W2.64

Prostata long.
8m:L 244

Prostata tl:_asv_..'
11 m: D 2.62
W 3.34

Prostata long.
11m:L2.24

Figura 4.6. Le prime due foto mostrano la sezione trasver&alsinistra) e longitudinale (a destra)
della prostata di un cane di 7 mesi d’eta, le seedato di un cane di 8 mesi d’eta, e le ultime thie
di un cane di 11 mesi d’eta. L'aspetto ecografietb@argano € comparabile a quello di un cane adulto
la prostata presenta margini ben definiti, la labatsi fa piu accentuata dividendo I'organo in this

simmetrici. Il parenchima prostatico si presentaogemeo con una texture media/ fine ed ecogenicita
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intermedia Ben evidente l'area triangolare ed ipgena data dal tessuto ghiandolare periuretrale, in

posizione dorsale.

Tabella 4.7. Nella tabella in alto si riportano i valori meti diametriD,W, L e del volume prostatico
(VP) rilevate nei cani a 4, 12, 23, 45 gg d'eta e 4, 8, 11, 13 mesi di vita. Nella figura in bagso
schematizzato I'andamento dell’accrescimento daitesstata. La linea rossa rappresenta la variazione
del volume prostatico, calcolato a partire dallsura media ddD, W e L secondo la formula indicata

da Kalmopatanat al., 2000.

Eta Media D | Media W | Media L | Media VP

4 g9 0,564 0,593 0,896 1,91

12 gg 0,42 0,54 0,93 1,88

23 g9 0,525 0,595 1,23 1,94

45 gg 0,676 0,702 1,27 2,03

4.5 mesi 0,904 0,943 1,91 2,42

7 mesi 2,17 2,64 2,33 6,9

8 mesi 2,33 2,77 2,43 7,83

11 mesi 2,6 3,4 2,42 10,02

13 mesi 2,9 3,3 3,2 13,5
16 - )
L5 / 13,5
12

—— MediaD
—e— Media W
—a— MedialL
—&— VP
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4.1.3 Discussione

Lo sviluppo della prostata nel cane viene arbi#ragnte suddiviso in tre fasi: la fase
compresa fra I'anno di vita ed i 5 anni di eta in si ha un accrescimento lineare
dell’organo, la fase fra i 6 ed i 10 anni d’etacin la prostata subisce un accrescimento
esponenziale, legato alla crescita iperplasticgudst’ultima, ed una terza ed ultima fase
d’involuzione senile, superati gli 11 anni d'eta’$Bea, 1962). Oramai € pertanto
appurato che, a partire dal’anno d’eta del cataectescimento della prostata risulti
positivamente correlato all’eta ed al peso del ciasso (Ambrosiet al, 1998; Atalan
et al, 1999). In letteratura perdo non vi sono studuaiglanti lo sviluppo prostatico in
fase prepubere. Solo un autore riporta che non relazione alcuna fra il peso della
prostata e I'eta del cane, in animali al di so®tl’dnno di vita (Diquélowet al, 1997).
Nel nostro studio invece € stato possibile vemBcana correlazione lineare fra il
progredire dell’'eta del cane e I'accrescersi daeltsstata e del suo volume (Tabella 4.7).
Valutando il volume prostatico medio, si € osservame dai 4.5 mesi di vita ai 13
mesi di vita vi sia un aumento delle dimensionialerostata di circa le 5 volte, mentre
tra gli 8 mesi ed i 13 mesi di eta si verifica waddoppiamento delle dimensioni
dell’organo. | nostri risultati confermano il raqgmamento di peso della prostata,
evidenziato tra i 4 ed i 16 mesi di vita del camglistrato da Ambrosiet al (Ambrosio

et al, 1998).

Le ecografie eseguite al 4, 12, 23 e 45 gg dicitaanno permesso di identificare una
prostata sita totalmente in cavita addominale;gbmio infatti sino ai 2 mesi deta
presenta tale posizione per I'attaccamento uradkdesescica urinaria (Nylan, 1995). In
seguito alla degradazione del residuo uracale stdas prostata assume posizione
pelvica (Nylan T. G., 1995; Dorfman M., 1998), iti@oabile nel nostro studio a partire
dai 4.5 mesi d’eta. Col raggiungimento della pulelincremento della produzione di
androgeni stimola lo sviluppo della prostata, chen@nta di dimensioni e si riporta
verso la cavita addominale. Nello studio da nogege i cani esaminati a 11 e 13 mesi
presentavano una prostata sita soltanto parziadmerdavita addominale (Nylan T. G.,
1995; Dorfman M., 1998).
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Nei quadri ecografici visualizzati fino al 45 giordi vita € interessante notare come non
sia presente una marcata differenziazione fra ronst ed il tessuto ghiandolare del
parenchima prostatico, rinvenibile invece a 4 neesiezzo. Tale riscontro rispecchia il
guadro ormonale: infatti alla nascita la produziahel testosterone, 'ormone che
promuove lo sviluppo del tessuto ghiandolare, siuge notevolmente, per poi
progressivamente aumentare con [l'avvicinarsi deajgitangimento della puberta
(Sherwood Let al, 2005).

In conclusione, il nostro lavoro completa gli stedografici relativi allo sviluppo della
prostata, poiché la letteratura € mancante diikatenti I'accrescimento di tale organo,
in cani d’eta inferiore all’anno di vita. Possiaratiermare quindi che la correlazione
lineare fra volume della prostata ed eta del camseontra fin dalla nascita; pertanto
nella suddivisione suggerita da O'Shea (O’'Shea, 2),96nella prima fase
d’accrescimento lineare della prostata, puo essargreso anche il primo anno di vita
del cane (Prima fase: dalla nascita ai 5 annitd) vi
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4.2 Studio 2: Aspetti Biochimici

4.2.1 Materiali e metodi

Animali

Lo studio é stato eseguito analizzando campioplama seminale ottenuti da 83 cani
interi appartenenti a 27 razze diverse, d'eta cesgpfra i 7 mesi ed i 14 anni, e di peso
variabile da un minino di 3 a un massimo di 82kgiti i cani esaminati erano interi ed
esenti da patologie testicolari; in particolaretituttesticoli dei soggetti esaminati
presentavano sede scrotale, ed alla palpazione@gtadia non sono state rinvenute
anomalie a carico di quest’ultimi. | cani preseataw un legittimo proprietario o
provenivano da un canile.

In particolare i 57 campioni di plasma seminalecadic presso il servizio di
riproduzione della Facolta di Medicina Veterinardell’'Universita di Bologna,
provenivano da cani afferiti all'istituto per un#sita andrologica specialistica per un
sospetto di patologia prostatica.

| 17 campioni raccolti presso I'Ecole Nationale &fatarie d’Alfort, Paris, provenivano
da cani stalloni di razza e di elevata genealagjigyiti alla facolta per accoppiamento
con fecondazione artificiale o congelamento delemale seminale.

Infine i 9 campioni raccolti presso la FacultadGlencias Veterinarias de I'Universitiad
Nacional de la Plata, Buenos Aires, provenivaneata Pastori Tedeschi, Schnauzer o
Pastori Belga del canile della Polizia di Stato.

| campioni di plasma seminale raccolti in FranaareArgentina sono stati trasportati in
Italia refrigerati, allo scopo di evitare la degratbne dei campioni stessi.
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Raccolta dati anamnestici

La raccolta dellanamnesi di tutti i cani & stateguita formulando al proprietario (o
conducente del cane, nel caso di animali provéinizth canile) delle precise domande
raccolte in un modulo cartaceo prestampato, in ariaté da creare una cartella clinica
standard per ogni soggetto esaminato. L’anamnedscal@ provenienti da canile e

risultata deficitaria in molte sue parti.

Di seguito si riporta un esempio del modulo utsiizz



ProgrammaPrevenziond rostata Data
Proprietario Bifoteilco
ID animale Razza ta E Peso
Alimentazione o Casalinga:
o Commerciale Marca :
o Mista: Marca :

Accoppiamenti:

St NOo

SINTOMATOLOGIA:

Ha mai sofferto di patologie urogenitali e/o gastri@riche?
Terapie effettqauali?

. Naturalea Artificiale o

Gravidanza: St NOC

Risultati:o Risoluzione o Miglioramento o Stabile o Peggioramento

Ha mai presentato: Presenta:
o Perdite o Rare Numero | Terapia o Rare Da quanto:
ematiche gocce gocce
uretrali o Molte Durata O risoluzione o Molte
o lieve gocce o0 miglioramento | gocce
0 moderata | o Macchie O stabile o Macchie
O grave O peggioramenta
o Ematuria | oIniziale | Numero | Terapia o Iniziale | Da quanto:
O lieve o Finale o Finale
0 moderata | o Totale Durata O risoluzione o Totale
O grave 0 miglioramento
O stabile
O peggioramenta
o Dischezia Numero | Terapia Da guanto:
O lieve
O moderata Durata O risoluzione
O grave O miglioramento
O stabile
O peggioramenta
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o Disuria
o lieve

0 moderata
O grave

Numero

Terapia

Durata

0 miglioramento

o risoluzione

o stabile

O peggioramenta

Da quanto;

Ha presentato:

Presenta:

o0 tenesmo rettale
o diarrea

O stipsi

o dimagrimento
o disoressia/
anoressia

o problemi
deambulazione

O stranguria
o pollachiuria
O ritenzione
urinaria

O ostruzione
urinaria

o diarrea

O stipsi

o dimagrimento
o disoressia/
anoressia

o problemi
deambulazione

O tenesmo rettale

O stranguria
o pollachiuria
O ritenzione
urinaria

O ostruzione
urinaria

Esami esequiti:

o Visita

o Prelievo
sangue

o Prelievo
sperma

o Esame
ecografico

Compilare cartella EOG ed EOP di Fenice
di Raccogliere 2 provette marroni da 2.6 ml, centaflg e

congelare il surnatante

REFERTO:
Prostata:

di Raccogliere la lll frazione, centrifugarla e coragelil surnatante

Cisti (dimensione/ posizione/ numero)

Testicoli; Dx
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Esame obiettivo particolare dell'apparato riproduttore

Ciascun animale e stato sottoposto ad esame @biegeenerale (EOG) ed esame
obiettivo particolare (EOP) dell’apparato riprodu#, con particolare attenzione alla
palpazione dei testicoli per escludere la presdnzancomitanti patologie.

L’EOP a carico dei testicoli si basa sulla palpagidelle gonadi compiuta mantenendo
il soggetto in stazione e servendosi d’entrambmd@i, analizzando cosi una gonade
alla volta: con una mano s’esplora il testicolo trercon l'altra lo si tiene stretto in
quanto la gonade & mobile all'interno dello scretsfugge alle manualita. E essenziale
palpare anche gli epididimi ed il funicolo spermati(il plesso pampiniforme e il
deferente).

L’'EOP relativo alla prostata si basa sull’esplooaz digito-rettale dell’organo (la
tecnica d’'esecuzione € stata descritta nel pamg8at) al fine di esaminarne le
dimensioni, la simmetria, la forma, la consisteaz@ventuale dolorabilita.

Esame ecografico della prostata e dei testicoli

Per I'esecuzione dell'esame ecografico il soggettstato posto in decubito laterale
destro ed é stata utilizzata una sonda settorialgfraquenza da 7.5-10 MHz.

In seguito alla tricotomia, sono state valutategé@adi separatamente, utilizzando la
controlaterale come distanziatore. Mediante talemese stata valutata la dimensione
delle gonadi, I'aspetto del parenchima testicolaeenormale o patologico, e I'eventuale
presenza di noduli. Soltanto i cani con gonadianetirma sono stati inclusi nello studio.

L’esame ecografico della prostata € stato esegonmae riportato nel paragrafo 3.3 allo

scopo di diagnosticare eventuali patologie prastati
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Raccolta del materiale seminale, valutazione e stwaggio

Ogni cane e stato sottoposto ad un singolo preleanuale di materiale seminale con
vagina artificiale, eseguito in un ambiente calmoaaquillo ma in assenza di cagna in
estro.

La prima e la seconda frazione dell’'eiaculato sstate raccolte insieme nella medesima
provetta preriscaldata, mentre la terza fraziosg@t raccolta separatamente dalle prime
due. Per ogni cane € stato raccolto un volumenseab 1 ml della terza frazione.
L’eiaculato presente nella prima provetta, datd'idaleme della prima e della seconda
frazione, e stato immediatamente sottoposto a azte dal punto di vista macro- e
microscopico. | parametri macroscopici valutatisasiati: il colore, I'odore e la densita.

| parametri microscopici valutati sono stati: illimme (ml), la motilita percentuale, il
movimento, le forme patologiche e la concentrazigniéoni/ ml).

Il volume (ml) € stato stimato con l'aiuto di unipgtta calibrata a volume variabile. La
motilita percentuale (0-100%) ed il movimento (pggio da 0 a 5) sono stati valutati
ad un ingrandimento di 400 X, mentre la morfologechun ingrandimento di 1000 X,
utilizzando un microscopio a contrato di fase egggato con una piastra riscaldata. La
concentrazione spermatica (milioni/ml) e stata t&lu servendosi di una camera di
Birker.

La terza frazione dell’'eiaculato é stata sottop@steentrifugazione a 5000 G per 10
minuti. Il surnatante cosi ottenuto, cioe il plasseminale, é stato aspirato senza
intaccare il pellet, ed & stato stoccato in picaiguote da 0,5 ml conservate a -80 C°,
fino all’esecuzione delle successive analisi biottie.
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Determinazione della concentrazione delle proteintali nel liquido seminale

La determinazione delle proteine totali nel liqusEminale é stata effettuata mediante
analizzatore automatico OLYMPUS AU 400.

Per la determinazione delle proteine totali nelenale seminale e stato utilizzato il
metodo colorimetrico al rosso di pirogallolo.

Principio del testil rosso di pirogallolo si combina con il molikdaper formare un
complesso rosso con assorbanza alla lunghezzaa@dind70 nm. Il test si basa sulla
variazione nell'assorbimento che si ha quando inglesso rosso di pirogallolo-
molibdato lega i gruppi amminici basici delle malkx proteiche, dando origine ad un
complesso di colore blu-porpora che assorbe allhezza d’onda di 600 nm.
L'assorbanza di questo complesso e direttamentgoprmnale alla concentrazione di
proteina nel campione.

Linearit&: il test e lineare per concentrazioni 1 - 200 rhgzdn un livello di sensibilita
minima stimato a 0,7 mg/dl.

Reagentirosso di pirogallolo 47pumol/l, molibdato di sod@0umol/l, acido succinico
50mmol/l, benzoato di sodio 3,5mmol/l, ossalateatliio 1mmol/l, metanolo 0,8%.
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Elettroforesi su gel di poliacrilammide in presenzadi sodio-dodecil-solfato (SDS-
PAGE)

Tale metodica permette un’analisi qualitativa daumiscela di proteine, separandole in
base alle loro dimensioni, parametro correlato mbessa molecolare relativa. La tecnica
si basa infatti sulla capacita del detergente sdduatecil-solfato (SDS) di denaturare le
proteine e di legarsi agli aminoacidi, fornendoicamegativa netta a tutte le proteine
presenti, in modo da separarle solo in base aldeso molecolare.

= pn - .
e "'J_\,L-" Mixture of
@5 g macromolecules
ad -0
Electrophoresis .
Direction of L S
electropharesis o
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=1, 3 J'.J A
") ]

Figura 4.8 Schema semplificato della separazione di proteirgtettroforesi.

Messa a punto del protocollo sperimentale di separge delle proteine in SDS-PAGE
Per la standardizzazione della metodica che in igeglescriveremo, sono state
effettuate diverse prove di separazione delle preten elettroforesi, utilizzando gel a
differenti % di acrilamide e tamponi diversi. La todica € inoltre stata saggiata
caricando sul gel campioni di plasma seminale edntifferenti quantita di proteine. In
particolare, inizialmente sono stati caricati casnpicontenenti 20 pug di proteine, ma
tale quantita si e rivelata eccessiva; di consezaierstata ridotta a 10 pug di proteine per
campione (Figura 4.9)
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Figura 4.9: Gel al 4-12% di acrilamide, tampone MES. Sont sticati campioni di plasma seminale
di cane contenenti 20 pg di proteine ciascuno.o8icgome tale quantita di proteine risulti ecceasie

frecce indicano le due bande proteiche dove e\pdeante il problema.

Durante le prove di separazione delle proteingotisma seminale sono stati utilizzati il
gel al 10% e 4-12%, sia con tampone MOPS che MESnehe il gel al 16% con
tampone MES. Quest'ultimo ci avrebbe permesso plarsge le proteine a basso peso
molecolare (quelle piu abbondanti nel plasma selmidacane), ma purtroppo si sono
verificati ripetutamente dei problemi durante laszoelettroforetica dei campioni, e non
abbiamo ottenuto i risultati sperati. Per questedalta del gel per la separazione delle
proteine a basso peso molecolare é ricaduta, cipodato di seguente, sul gel al 14%
di acrilamide.
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Protocollo per la separazione delle proteine in SBPAGE

Sono stati analizzati un totale di 50 campioni ldispna seminale, sottoposti alla corsa
elettroforetica in due gel differenti, rispettivame al 10% (NuPAGE Bis-Tris Gel 1.0
mm- Invitrogen) ed al 14% di acrilamide (ProgelsTflycin 1.0 mm-Anamed). |l
numero dei campioni analizzati € minore rispettdoéhle dei campioni raccolti (80)
poiché una parte di essi e stata utilizzata pemkssa a punto del protocollo
sperimentale di separazione delle proteine in SBGH

Una volta normalizzati i campioni a seconda dellargita di proteine totali in essi
contenuti, sono stati presi 10 ul di ogni campioaetenenti 10 pg di proteina, ad essi
sono stati aggiunti 6 ul di loading buffer LDS (4)4 ul del reducing agent (10x) e 5,5
ul di acqua ultrapura.

| campioni cosi ottenuti sono stati incubati a 70 g&r 10 minuti ed in seguito
centrifugati per 1 minuto. A 70 C° il reducing agéa la funzione di ridurre il ponti
disolfuro eventualmente presenti, che tengono nmsida struttura terziaria della
proteine. Le proteine quindi si denaturano e sioapra formare una struttura
filamentosa avente una serie di molecole di SD&lmamegativamente lungo la catena
polipeptidica, tale carica negativa e loro formtd loading buffer. La permanenza della
struttura filamentosa € assicurata dalla repulsiaée cariche negative, dislocate sulla
catena proteica, che si crea ad ogni tentativohdisara della struttura filamentosa
stessa. In questo modo le proteine, avendo tuttieacaetta negativa, migrano in
elettroforesi in funzione della loro massa moleaala

Nel primo pozzetto di ogni gel € stato caricato stamdard (5 pl) contenete una miscela
di proteine a peso molecolare noto (Protemix, Biatandard - Anamed), mentre nei
restanti 9 pozzetti € stata caricata una dosead20ipl di ogni campione.

L'elettroforesi su gel di poliacrilammide in pregandi sodio dodecilsolfatoSDS-
PAGE é stata eseguita in una mini-cella SureLock {fogen Italia S.R.L. - San
Giuliano Milanese, MI Italia). Per il gel al 10% stato utilizzato il MOPS come
soluzione tampone, mentre per il gel al 14% un tamegris-glicina a pH 8.3.
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sample loaded onto gel
by pipette

cathode
plastic casing

Figura 4.10. Immagine della mini-cella SureLock (Invitrogemlia S.R.L. - San Giuliano Milanese,

Ml Italia) e schema semplificativo del caricamed& campioni nei diversi pozzetti.

La cella elettroforetica e stata connessa ad umealiatore (Power Pack Basic — Bio-
Rad, Hercules, CA USA) con voltaggio costante dl ¥Qoer 40 minuti per i gel al 10%,

e con voltaggio costante di 180 V per 1 ora e 3tuthper i gel al 14%.

| gel al 10% sono stati colorati utilizzando il cante Silver Quest (Silver staining Kkit-
Invitrogen), seguendo il protocollo standard, meritigel al 14% sono stati colorati
utilizzando il Comassie Brillant Blue seguendo ribtocollo standard. Il gel al 10% ci
permette di separare in modo accurato le protainalta peso molecolare, che nel cane
risultano meno abbondanti rispetto a quelle di dbgeso molecolare, ben separate nel
gel al 14%. Per questo motivo per la colorazionegdeal 10% si e preferito utilizzare
un colorante altamente sensibile come il Silverspue
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Protocollo per la colorazione con Silver Quest

Durante tutti i passaggi il gel deve essere mambenucostante agitazione:

Lavaggio rapido del gel con acqua ultrapura, segda 2 passaggi di 5 minuti
ciascuno del gel in 100 ml di acqua ultrapura.

Fissaggio del gel in 100 ml della soluzione did@ggio per 20 minutiComposizione
della soluzione di fissaggid0% etanolo / 10% acido acetico / 50% acquauiiia
Togliere la soluzione di fissaggio e aggiungere swlazione al 30% di etanolo per
10 minuti.

Eliminare la soluzione di etanolo e aggiungere d@lella Sensitizing solution per
10 minuti. Composizione della Sensitizing solutiadB0 ml etanolo, 10 ml del
sensitizer, aggiungere acqua ultrapura fino alitaggmento di 100 ml.

Togliere la Sensitizing solution e aggiungere uslazone al 30% di etanolo per 10
minuti.

Togliere la soluzione di etanolo e lavare il gell®0 ml di acqua ultrapura per 10
minuti.

Togliere la soluzione di lavaggio e aggiungere d@lella Staining solution per 15
minuti. Composizione della Staining solutioh ml di Stainer e 99 ml di acqua
ultrapura.

Togliere la Staining solution ed eseguire un pagsageloce del gel in 100 ml di
acqua ultrapura per 45 secondi.

Incubare il gel in 100 ml della Developing solutipar 4-8 minuti finché le bande
proteiche iniziano ad apparire e lintensita diatel richiesta di suddette bande e
raggiunta.Composizione della Developing solutidi® ml di Developer, 1 goccia di
Developer enhancer e aggiungere acqua ultrapwafiraggiungimento di 100 ml.
Quando l'intensita di colore richiesta delle bampdeteiche € raggiunta, aggiungere,
senza togliere la Developing solution, 10 ml digpier ed incubare per 10 minuti.
Infine eseguire un lavaggio del gel in 100 ml dy@e ultrapura.



Protocollo per la colorazione con Comassie Brill@itie

* Immergere il gel nella Fixing solution per 30 minut

* Immergere il gel nella Blue Coomassie solution &ci@lo a colorare per 10-15
minuti.

» Sciacquare con 100 ml di acqua distillata per elare I'eccesso di colorante.

» Decolorare il gel con la Destaining solution, caanki una volta la soluzione e
lasciare decolorare il gel per una notte.

« Sciacquare il gel con acqua distillata.
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Separazione delle proteine del liqguido seminale mahte gelfiltrazione

La gelfiltrazione € una metodica che permette [@asgzione di molecole, sulla base
della loro dimensione molecolare e della loro forsfauttando le proprieta di setaccio
molecolare di particolari composti organici polimeer Nel nostro studio il polimero
utilizzato e il destrano, il cui nome commercial8@phadex; in particolare e stata usata
la resina Sephadex G-75 che permette di separgm®teine con peso molecolare non
superiore a 75 kDa. Il numero totale dei campiomailiazati con tale metodica é di 30.
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Figura 4.11 Schema semplificato della cromatografia per dekfione.

Preparazione della colonna

La resina é stata messa ad imbibire per 24 or@ itampone di Tris HCI 20mM a pH
8.6. Dopo l'eliminazione delle bolle d’aria conilito di una pompa da vuoto, la resina e
stata versata delicatamente lungo le pareti dellznoa cromatografica di vetro, che era
stata precedentemente lavata con HCI 1 N e acqiistilbata.

Tale fase e da eseguirsi con particolare premurattethzione poiché € molto facile
introdurre delle bolle d’aria nella resina; nel@as cui cio si verificasse il flusso del
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tampone attraverso la colonna risulterebbe irregota la separazione delle diverse
molecole inefficace, inficiando quindi la metodica.

La resina e stata poi lasciata sedimentare in oal@luendo con il tampone Tris HCI
20mM a pH 8.6, per un volume pari a circa tre valteolume della colonna. A
protezione del letto formato dalle resina, e spatsto un sottile film di Sephadex G-25.
Per valutare il volume vuoto (risultato essere @ hl), € stato invece introdotto in
colonna del Blu di Destrano (PM 2.000 kDa) chepdigpeso molecolare molto elevato,
eluisce con il volume vuoto della colonna.

Il tampone utilizzato per l'eluizione dei campiogi lo stesso impiegato per la
preparazione della colonna.
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Figura 4.12 Schema semplificato della colonna per l'esecuziaella cromatografia per gel-

filtrazione

Un volume di 300 pl di plasma seminale di ogni cexme analizzato é stato caricato
nella colonna da cromatografia Sephadex G-75 (0ZDxm) preparata seguendo il
protocollo descritto. La pressione operativa eiséatiza in centimetri che intercorre fra
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il livello superiore del tampone immesso nella oola e il punto in cui la fase mobile
esce dalla colonna stessa. Tale pressione idissttermina il flusso della colonna.

All'uscita della colonna e stato posto un portagtter con le relative eppendorf
numerate da 1 a 30. In ciascuna eppendorf e saatmlto un ugual volume della fase
mobile pari a 12 gocce, equivalenti a circa 0.5dimflase mobile. Ogni frazione e stata

poi analizzata per il contenuto in zinco tramiteetgfotometria ad assorbimento
atomico.
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Deteminazione della concentrazione di Zn mediante psttrofotometria ad
assorbimento atomico (AAS)

La concentrazione dello zinco e stata determinatalianmte spettrofotometria ad
assorbimento atomico a fiamma (spettrofotometro WLS.A., modello 11), con
atomizzazione del campione e lettura alla lunghelanda d’assorbimento dello zinco
(213.9 nm).

Il campione in soluzione viene aspirato in flamnoa&l e convertito in vapore atomico;
la maggior parte degli atomi rimangono allo statodamentale e sono percio in grado
di assorbire radiazioni di una certa lunghezza déorthe vengono fornite da una
lampada a catodo cavo contenente il relativo eléonemalizzato.

Quando la lampada viene accesa, il gas in essaragntsi ionizza e gli ioni, accelerati
verso il catodo, lo bombardano provocando I'emissidi un vapore atomico in cui gli
atomi di quell’elemento si trovano in uno statatetamico eccitato. Nel tornare allo stato
elettronico fondamentale, essi emettono radiazeih@ attraversano la fiamma dove
vengono assorbite dal vapore atomico generato aapione in modo direttamente
proporzionale alla concentrazione del metallo aehgione.

Poiché solo I'elemento testato puo assorbire spatd@mente tali radiazioni, tale metodo
risulta specifico e sensibile, inoltre un monocrtona fa si che giungano al rivelatore
solo radiazioni della lunghezza d’onda selezionata.

Il valore della concentrazione del metallo in pgi@ne ottenuto mediante costruzione
di una curva di taratura con un valore massimadgtndard di 1 pg/ml nel caso dello
zinco.

Tabella 4.13: Parametri strumentali utilizzati nella deternziome delle concentrazioni dello zinco

(Zn).
Parametri | Lampadal Corrente | Banda Aspirazione AssorbanzalLimite di
A (nm) lampada | passante | campione |dello rilevazione
(mA) standard | (mg/L)
Zn 2139 3 1 5 ml/min 0,540 0,005
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Per approfondire il frazionamento delle proteiné ligiido seminale mediante gel-
filtrazione, le frazioni eluite da due cromatogeasiono state ulteriormente sottoposte a
elettroforesi in SDS-page con gel al 12%.

Prima di caricare i campioni sul gel, e stata deteata la concentrazione delle proteine
nelle singole frazioni mediante un kit commerciddC Protein assay- BIORAD) che si
basa sul metodo Lowmt al. modificato (Lowryet al, 1951):

1) A 100 pl del campione, vengono aggiunti 500 @l ®agente A (Tartrato di rame
alcalino) e si pone il campione cosi ottenuto stiexo

2) In seguito si aggiungono 4 ml del reagente BaffR® di Folin) e si pone il campione
cosi ottenuto su vortex

3) Si attendono 15 minuti a temperatura ambiente

4) La concentrazione dello proteine € stata detetai mediante spettrofotometria e
lettura dell'assorbanza a 750 nm. Sensibilita-0125 mg/ ml

Analisi statistica

| valori relativi ai parametri del materiale semadvolume, motilita, movimento, %
spermatozoi normali, concentrazione) ed alla camaeione dello Zn g/ml) e delle
proteine totali (g/dL) sono stati espressi com@nahedi = D. S.; e sono stati analizzati
impiegando un t-test per variabili indipendenti © Wald-Wolfowitz test, a seconda
della distribuzione dei dati. Tutti i test sono tistelaborati mediante l'utilizzo del
software Statistica for Windows (Star Soft Inc.|SBy Oklahoma, USA). Un valore di
p<0.01é stato considerato significativo.



4.2.2 Risultati

Caratteristiche del materiale seminale
Le caratteristiche del materiale seminale dei esenti da IPB e dei cani affetti da IPB
sintomatica od asintomatica sono riportate nebelta 4.14.
I seme dei cani esenti da IPB €& caratterizzato ndeggiore motilita §<0.01),
movimento p<0.01) e concentraziong€0.01), inoltre da una minore percentuale di
forme patologiche presen(p<0.01). Il volume dell’eiaculato risulta invece similemp
entrambi i gruppi di cani valutagp$0.01).

Tabella 4.14 Valutazione del materiale seminale di cani esatdelPB e cani affetti da IPB

sintomatica od as

intomatica

Seme Volume | Matilita (%) | Movimento | Spermatozoi| Numero totale
(ml) (0-5) normali (%) | di spermatozoi
(x 10°)
Cani esenti da6.2+3.1 | 884+13.2|4.6+0.7% |86.7+7.2a |1917.7+979.h
IPB
Cani affetti da7.1+£3.4 | 76.7+13.2 |4+0.90 80.5+8.40 |1354.5+709.9
IPB

Per ogni colonnaa vsb risultano statisticamente differenti (Studentgtte < 0.01).
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Concentrazione dello zinco (Zn) e delle proteine henateriale seminale

| valori medi relativi alla concentrazione dello 4ng/ml) e delle proteine (g/dL) nei due
gruppi analizzati, cani esenti da IPB e cani affddt IPB sintomatica od asintomatica,
sono riportati nella tabella 4.15.

Le concentrazioni di Zn variano da un minimo di2dg/ml ad un massimo di 1,38
ng/ml, quelle delle proteine da un minimo di 0,%dl @d un massimo di 5,96 g/dl. Non
e stata verificata alcuna differenza statisticamesgnificativa nella concentrazione di
Zn e delle proteine fra il gruppo di cani esentiléB, ed il gruppo di cani affetti da IPB
sintomatica od asintomatica (Student t-test,0.01).

Tabella 4.15 Valori medi relativi alla concentrazione dello Ang/ml) e delle proteine (g/dL) nei cani

esenti da IPB e nei cani affetti da IPB sintomatidaasintomatica

Zn (pug/mi) Proteine totali (g/dl)
Cani esenti da IPB 0.51+0.22%€ 14) 2.46 £ 1.49(= 14)
Cani affetti da IPB0.5+0.316=16) 2.86 £ 1.21(= 16)
(sintomatica o asintomatica)
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Cromatografia per gel-filtrazione

Le proteine del plasma seminale sono state sot#pasfrazionamento mediante
cromatografia per gel-filtrazione, in base al Igeso molecolare. Sulle frazioni cosi
ottenute e stata determinata la concentrazione dail con la spettrofotometria ad
assorbimento atomico.

Profilo cromatoqgrafico del liquido seminale in caasenti da patologia prostatica.
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Figura 4.16 Si osserva il profilo del plasma seminale di casente da iperplasia prostatica benigna

(IPB), analizzato mediante cromatografia su Seph&i&5.

La freccia in posizione 9 indica il volume vuotdldeolonna pari a 4,5 ml, calcolato sul
volume di eluizione del blu di destrano (Peso male di 2.000 kDa) (Figura 4.16).
Nelle nostre condizioni sperimentali tutte le moleccon peso molecolare maggiore a
75 kDa eluiscono a partire da questa frazione.

La mancanza di un picco di eluizione dello Zn, ewig nell'intervallo compreso fra la
frazione 9 e la frazione 12, indica che tale metathn si lega, nel liquido seminale di
cane esente da IPB, alle proteine di alto pesoaulaee.

Nel cane sano esente da IPB lo Zn eluisce infatti un solo picco (frazioni 13-17),
legato alle molecole di peso molecolare intermaddicativamente di circa 30 kDa.

Le frazioni dalla 18 alla 23 sono riferibili a peate a basso peso molecolare, e a questo
livello non & presente alcun picco di Zn.
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Infine alla frazione 29 eluiscono dalla colonnaighi liberi come indicato dalla freccia
del sodio (Na); questo significa che la cromatagrafconclusa.

Cane sano esente da IPB
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Figura 4.17: Altro esempio di profilo cromatografico di cangeate da iperplasia prostatica benigna
(IPB).

Nell’esempio di profilo cromatografico di cane sasente da IPB riportato nella figura
4.17, il picco dello Zn, pur presentandosi semmammedesima posizione della figura,
risulta pero piu ampio ed anche la concentrazi@hengtallo risulta maggiore.

Cane sano esente da IFPB

ot

N o A
GRET R g L i Q{f{'l' Ve g({f{'l' P v z(t"‘{’]’ {({&P

|

{

E |
| = 08 Na I
| 8 o6 A _i
| 2 g4 / ':
| E 02 v |
| e v |
| N I:I_ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T :
Aos s Ao O P P g P |

MNumero delle fraziani !

I

Figura 4.18 Altro esempio di profilo cromatografico di cangeate da iperplasia prostatica benigna
(IPB).
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Nel profilo cromatografico del campione riportatoella figura 4.18, risulta
maggiormente evidente, rispetto ai profili cromaédigi dei campioni precedenti, un
piccolo picco di Zn in corrispondenza delle frazidid-19, tale picco potrebbe indicare
il legame dello zinco a proteine di basso peso ocoddee, minore di 20 kDa.

Profilo cromatografico del liguido seminale in cacon iperplasia prostatica benigna
(IPB) asintomatica
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Figura 4.19 Si osserva il profilo cromatografico del plasnmem#ale di cani affetti da iperplasia

prostatica benigna (IPB) asintomatica.
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Nel profilo cromatografico dei campioni di plasmansnale di cani affetti da IPB
asintomatica (figura 4.19) lo zinco si distribuisge molte frazioni a partire dalla
frazione numero 11, e non presenta un picco n€tone nei campioni di plasma
seminale di cani esenti da IPB, anche in questiltion € presente un picco di zinco
legato a proteine ad alti pesi molecolari.

Profilo cromatografico del liquido seminale di camesequito a terapia atta a risolvere
I'iperplasia prostatica benigna
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Figura 4.20 Si osserva il profilo cromatografico del plasneandnale di un cane che era affetto da IPB
sintomatica e che é stato curato con un ciclo dmese e mezzo di finasteride, seguito dall’impianto
sottocutaneo di deslorelina. Il prelievo del matierseminale analizzato € avvenuto nel momentaiin ¢
il cane non presentava alcuna sintomatologia bifieriad IPB, dopo 8 mesi circa dal posizionamento

dell'impianto citato.

Il profilo cromatografico rappresentato nella figut.20, presenta un picco dello Zn che,
come nei cani sani esenti da IPB, presenta undaascesa e si ritrova nella medesima
posizione (frazioni 13-17). A differenze del pica®ello Zn presente nel profilo
cromatografico di cani sani, in questo campiormdto dello Zn degrada con una lunga
coda, molto piu simile al profilo dei cani affetth IPB asintomatica.



Profilo cromatografico del liguido seminale di canifetti da iperplasia prostatica
benigna (IPB) sintomatica (ematospermia)
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Figura 4.21: Si osserva il profilo cromatografico del plasnmem#ale di cani affetti da iperplasia
prostatica benigna (IPB) sintomatica, in particelpresentanti ematospermia. | cani suddetti s@td st

sottoposti al prelievo del materiale seminale pradelesecuzione di una terapia mirata al problema.

| profili cromatografici dei cani affetti da IPBraomatica (ematospermia) rappresentati
nella figura 4.21, presentano un picco dello Znposizione leggermente anticipata
rispetto ai cani sani, in particolare a livello ldeposizioni 9-13 (rispetto al picco in
corrispondenza delle frazioni 13-17 dei cani safigle riscontro fa presumere
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un’interazione fra le proteine leganti lo zincoenioglobina od altre eventuali proteine
di origine ematica, presenti nei campioni.

Profilo cromatografico del liguido seminale di camdertile

Cane infertile
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Figura 4.22 Si osserva il profilo cromatografico del plasneangnale di un cane infertile. Il soggetto e
ritenuto infertile poiché, pur accoppiandosi covetdse femmine di fertilitd nota, non ha mai dativoes

a gravidanza; inoltre gli spermatozoi sono risutiffetti dal DAG defect.

Cane sospetto infertilita

g

Zn {microgriml)

N G s G

; 2w
T T P & B

8 b i
"_:{{'ﬂ'd’ {’tg" Q{Eﬂ’ _{{J‘\'—tg"

Numero delle frazioni |

|
|
|
1
f
|
|
L
\

Figura 4.23 Si osserva il profilo cromatografico del plasnen#ale di un cane sospetto infertile. 1l
sospetto d’infertilita e sorto poiché da un anrgquasta parte gli accoppiamenti del cane, con femmin
diverse e di fertilitd nota, non hanno dato esitgravidanza. La valutazione del materiale semihale

riportato astenozoospermia; inoltre il soggettseltato positivo a Brucella Canis.
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Nei profili cromatografici del plasma seminale dncinfertili, rappresentati nelle figure
4.22 e 4.23, si nota I'assenza del picco dellorZearrispondenza degli alti ed intermedi
pesi molecolari; mente il metallo eluisce in cqrasdenza dei volumi maggiori alla
frazione 21; cio indica che il metallo si trova&ég a piccoli peptidi o e presente come

ione libero.
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Separazione delle proteine del plasma seminale cdrelettroforesi su gel di
poliacrilammide in presenza di sodio-dodecil-solfat (SDS-PAGE)

Le proteine del plasma seminale di cane sono dapmrate con I'SDS-PAGE
utilizzando gel a diversa percentuale di acrilamidedue differenti sistemi di
colorazione, per ottenere una separazione ed enméfidazione ottimale delle differenti
frazioni proteiche presenti nei campioni.

Nel gel al 10% di acrilamide sono state identigcah numero di 18 bande proteiche
totali; chiaramente non tutte le bande proteiclseste sono presenti in ogni campione
esaminato. E necessario precisare che nei camesemiti da ematospermia il numero
totale di bande proteiche e inferiore, in partioelae ne osservano soltanto 15. Nel gel
al 14% di acrilamide sono state invece identificate numero di 9 bande proteiche
totali, anch’esse non presenti contemporaneamemi@ascuno dei campioni analizzati.
Nel gel al 10% di acrilamide fra le bande proteiehgeso molecolare maggiore quelle a
66 kDa e a 55 kDa sono presenti in tutti i campesaminati, mentre le bande proteiche
a peso molecolare di 50 kDa e di 73 kDa sono pteesehlla maggior parte di essi ma
non nella totalita dei campioni analizzati. La bapdoteica a peso molecolare di 75 kDa
e presente in meno della meta dei campioni esamibatbande proteiche a peso
molecolare molto elevato pari a 97 kDa, 116 kD2@ HDa circa sono presenti soltanto
nei campioni di cani recanti ematospermia.

Nel gel al 10% di acrilamide fra le bande proteiah@eso molecolare inferiore, quella a
29 kDa e presente in tutti i campioni e risultéddanda in assoluto piu evidente. Costante
comune a tutti i campioni analizzati, pur non edsemolto marcata, € anche la banda
proteica a 18 kDa; mentre quella a 27 kDa e presegita maggior parte di essi ma non
in tutti i campioni analizzati. La banda proteicgp@so molecolare di 36 kDa € ben
evidente in tutti i campioni recanti ematosperned, € presente in tracce anche in
gualcuno degli altri campioni esaminati.

Nei gel al 4-12% di acrilamide, eseguiti durantemrassa a punto della metodica di
separazione delle proteine, caricando una quantggiore di proteina, € stato possibile
identificare delle bande proteiche a peso moleeopari a 5 kDa e 10 kDa, che non
sono state visualizzate nei gel al 10% successivaaTeseguiti, poiché la tecnica é stata
standardizzata caricando una minore quantita depra (la meta, per la precisione).
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Figura 4.24 Esempio di gel al 10% di acrilamide, tampone MOP& notare le bande proteiche a 66
kDa e a 55 kDa, presenti in tutti i campioni. Betdente inoltre la banda proteica a 29 kDa, andales
presente in tutti i campioni. Il terzo campioneiéud cane con ematospermia: da notare la maggior
qguantita di bande proteiche presenti nel profilettebforetico, in particolare le bande proteiche ad

elevato peso molecolare (P97, P116, e P120).
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Figura 4.25 Altro esempio di gel al 10% di acrilamide, tampdfiOPS. Da notare le bande proteiche
a 66 kDa e a 55 kDa, presenti in tutti i campidden evidente inoltre la banda proteica a 29 kDa,
anch’essa presente in tutti i campioni. |l terzop@ne e di un cane con ematospermia grave: eddent
il maggior numero di bande proteiche presenti neffilp elettroforetico, in particolare le bande

proteiche ad elevato peso molecolare (P97, P1R&26).

Nei gel al 14% di acrilamide sono ben evidenti espnti in tutti i campioni analizzati

due bande proteiche di peso molecolare pari a 18 &5 kDa; tali bande proteiche
sono in assoluto le piu concentrate. Inoltre iti futampioni esaminati sono presenti le
bande proteiche P66 e P29 come riportato per ag&éD%. Le bande proteiche P50,
P55, P75 appaiono debolmente visibili soltanto aagnpioni con ematospermia e non
negli altri, a causa della minore sensibilita delidorazione utilizzata per questo tipo di

gel.
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Figura 4.26 Esempio di gel al 14% di acrilamide, tampone-glisina a pH 8.3. Da notare le bande
proteiche a 13 kDa e 15 kDa, molto concentrateedeati in tutti i campioni analizzati. Costante

comune in tutti i campioni risultano anche le baRéé e P29.

13 156 29 66
kDa

Figura 4.27. Profilo proteico di un cane con ematospermia gr@uperiore) comparato con il profilo
proteico di un cane esente da ematospermia (inggriGel al 14% di acrilamide, tampone tris-glicana
pH 8.3. Da notare come le bande proteiche P66, P53, P75 risultino piu evidenti nel campione con

ematospermia rispetto al campione di plasma seegialane sano.
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Due campioni di plasma seminale, uno di un canateseéa IPB, l'altro di un cane
sospetto infertile, sono stati analizzati all'alefibresi con gel al 12% di acrilamide,
tampone MES, dopo eluizione in cromatografia pef-fideazione. Le frazioni
analizzate in elettroforesi sono solo alcune di llguederivate da eluizione
cromatografica.

Nelle figure 4.28 e 4.29 vengono riportati sianbfdo cromatografico (derivato dalla
determinazione dello Zn nelle varie frazioni) chedelfttroforesi compiuta sulle frazioni
12, 13, 14, 16, 18, 20, 22, 26, 28 per il campidneane esente da IPB (figura 4.28), e
sulle frazioni 11, 13, 15, 17 per il campione dieaospetto infertile (figura 4.29).



Cane sano eserte da IPB
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Figura 4.28 Nella figura in alto si osserva il profilo crorografico di un cane esente da IPB. Le

frecce rosse in corrispondenza delle frazioni 128eindicano l'intervallo delle frazioni eluite in
cromatografia, che sono state successivamentezaai@iin elettroforesi, gel 12% di acrilamide,

tampone MES (figura in basso).
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Cane con sospetto infettiie
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Figura 4.29 Nella figura in alto si osserva il profilo cromgrafico di un cane esente da IPB. Le
frecce rosse in corrispondenza delle frazioni 119eindicano l'intervallo delle frazioni eluite in

cromatografia, che sono state successivamentezaaigiin elettroforesi, gel 12% di acrilamide,
tampone MES (figura in basso). Da notare come lm $aggetto sospetto infertile, rispetto al cane

esente da IPB della figura 4.16 non siano preseriiande proteiche di peso molecolare intermedio/

alto dell'intervallo di 55-75 kDa.




4.2.3 Discussione

| risultati del nostro studio inerenti alle caratiéche del materiale seminale di cani sani
e cani affetti da IPB sintomatica od asintomati®ano nettamente in contrasto con
guanto riportato in letteratura. Infatti dal nosstodio emerge che i cani affetti da IPB
sintomatica od asintomatica presentano un eiacuatatterizzato da minor motilita,
movimento, concentrazione e maggior numero di fopatelogiche [§<0.01), rispetto ali
cani esenti da IPB. Il volume dell'eiaculato & fem parametro che non presenta
differenza nei due gruppi. In letteratura inveceriporta che i cani affetti da IPB
asintomatica presentano un eiaculato nella norneetec che per il minor volume
(Barsanti, 1984). Anche nei cani recanti prostatitiniche (E. Coli) la valutazione del
materiale seminale e risultata nella norma (Barsral, 1986).

| valori dello Zn e delle proteine riscontrati nedne sono piu bassi rispetto a quelli
riportati per le altre specie animali, infatti ietteratura si riportano valori da un
massimo di 17.7 mg/dL nel plasma seminale di aedayn minimo di 1.3 mg/dL per la
volpe (Massanyet al, 2003). | valori dello Zn nel plasma seminaleane risultano piu
bassi anche dei valori riportati per 'uomo (488& pg/ ml) (Markhamet al, 1994).
Nei gruppi di cani esaminati (cani sani e cani k@B sintomatica o asintomatica) non vi
sono differenze significative fra le concentrazidello Zn e delle proteine totali. In
letteratura € riportato che le prostatiti croniclet cane non alterano la quantita di Zn
nello sperma (Barsargt al, 1986).

L'analisi in elettroforesi SDS-PAGE del plasma seate di cane ha permesso di
evidenziare 18 bande proteiche nel gel al 10% @rtdé proteiche totali nei campioni
non ematospermici) e 9 nel gel al 14%, a peso m@dex intermedio/ basso; in
particolare le piu evidenti si concentrano a pediecolari inferiori a 29 kDa.

Nel nostro studio pertanto, ogni campione di plaserainale di cane € stato sottoposto
a due corse elettroforetiche impiegando due géreifti (al 10% e 14% di acrilamide)
con corrispettivi tamponi (rispettivamente il MOBS&r il gel al 10% ed il tris-glicina a
pH 8.3 per il gel al 14%), al fine di rendere otlilmanche la separazione delle proteine
di peso molecolare inferiore. Nel gel al 10% i pemlecolari delle bande proteiche
osservate variano da un minimo di 18 kDa ad un imasdi 116 kDa, banda presente
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soltanto negli eiaculati recanti ematospermia. {fdlal 14% invece il range dei pesi
molecolari riscontrati varia da 13 kDa a 75 kDa.

In letteratura si riporta il profilo proteico delagma seminale di cane analizzato
all'SDS-PAGE con gel al 13% ed al 22% di acrilam(i Souzaet al, 2007). In
guesto studio gli autori identificano un numeraletdi bande proteiche pari a 19 bande
nel gel al 13% e 18 bande nel gel al 22%. Nel b&B% le bande da essi identificate, si
distribuiscono in un range di pesi molecolari compde a quello da noi ottenuto: da un
minimo di 17.1 kDa ad un massimo di 100.6 kDa. imdtro studio le bande proteiche
raggiungono pesi molecolari maggior (116 kDa) péich € linterferenza data dalle
proteine di origine ematica, presenti negli eiatidematospermici. Il gel al 22% invece,
permette a De Souz al di identificare proteine a peso molecolare molsso, fino
ad un minimo di 3.6 kDa. In uno degli ultimi gel 1% da noi eseguito, I'utilizzo di
una colorazione Comassie modificata in soluziorguasa (BIORAD), ci ha permesso
pero di evidenziare bande proteiche di peso maeegiari a 5 kDa.

Il profilo proteico del liquido seminale di gattnalizzato all'SDS-PAGE presenta
invece, un numero di bande nettamente superigpettcs al cane, tali bande inoltre si
concentrano in due precise aree del profilo elettedico: una, come nel cane, a peso
molecolare inferiore a 22 kDa, l'altra a peso molare elevato, fra i 60 ed i 200 kDa
(Zambelliet al.,2010). Il toro e l'ariete presentano un numeraleti bande proteiche
limitato, rispettivamente 12 nel primo e 22 nel®s®in, concentrate ancor piu che nel
cane a basso peso molecolare, in particolare fre& X% kDa (Jobimet al, 2004;
Jiménezet al, 2008). Anche il profilo proteico del plasma seaté di stallone presenta
un basso numero di bande proteiche (14) ma repasiimolecolari variabili in un range
assai piu ampio: da un minimo di 14 kDa ad un mmassili 120 kDa (Frazer, 1996;
Kareskoskiet al, 2008). Risulta quindi evidente che esiste urendg variabilita per
guanto riguarda il profilo elettroforetico delle opgine nel liquido seminale dei
mammiferi (figura 4.30).
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Figura 4.30 Comparazione fra i diversi profili proteici ddapma seminale analizzati all'SDS-Page

nel cane, maiale, gatto e toro. Figura gentilmenteessa dalla Prof. Isani Gloria.

Nel nostro studio in tutti i campioni analizzatf @DS-PAGE con entrambi i gel al 10%
e 14% sono presenti le bande proteiche P66 e RFRT e la P18 sono invece presenti
in tutti i campioni esaminati impiegando per I'édetoresi il gel al 10%, infine nei gel al
14% sono costantemente osservabili le bande phatéldé3 e P15.

La P66 mostra lo stesso peso molecolare dell’albama proteina che risulta la piu
abbondante nel plasma ematico. La P66, pur essesskrvabile in tutti i campioni
analizzanti, risulta maggiormente concentrata neigltulati recanti ematospermia. Tale
riscontro conferma lipotesi che nel plasma sengindi cane possa essere presente
albumina. Una banda proteica a peso molecolar@ #D& e stata identificata anche da
De Souza (De Souza et al.,, 2006) ma non € risufiedgente in tutti gli eiaculati
analizzati. Anche nel gatto (Zambedl al, 2010) e nell'uomo (66.2 kDa) tale proteina
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e osservabile in tutti i campioni esaminati (Liadt, 2010). Dalla figura 4.30 si nota
come tale proteina sia presente negli eiaculale deverse specie esaminate.

Alla P29 si potrebbe attribuire un’origine epididil®, in quanto tale proteina e risultata
assente nel plasma seminale di cani sottopossect@mia (De Souzzt al, 2006).

La banda proteica alla quale nel nostro studicat sattribuito peso molecolare di 55
kDa potrebbe essere comparabile alla proteina d &®a, identificata essere una
proteina legante eparina, probabilmente attivapnetesso della reazione acrosomiale
degli spermatozoi di cane (De Souza, 2003). La m&5profilo proteico del plasma
seminale di bovino € una delle due proteine, assieita P26, che € risultata
positivamente correlata alla maggior fertilita @Gellmale (Killian et al, 1993). Se la
proteina identificata nel cane e realmente impdicatlla reazione acrosomiale degli
spermatozoi, anch’essa potrebbe essere positivaraernelata alla fertilita del soggetto.
Ulteriori studi sono necessari alla conferma datitesi effettuata.

La banda proteica da noi identificata P18 potrebksere comparabile alla proteina di
peso molecolare 19.5 kDa identificata in tutti mgaoni analizzati in SDS-PAGE con
gel al 13% da De Souza (De Sowtaal, 2007), anche se nel gel al 14% del nostro
studio tale banda proteica non e osservabile pilphate a causa di una minore
sensibilita della tecnica di colorazione. La PRRilta costantemente presente anche nel
profilo proteico del plasma seminale di stalloneag@éeret al, 1996) ma riguardo alla sua
funzione non e stata fornita alcuna ipotesi.

Nei profili proteici da noi ottenuti al’'SDS-PAGEoOn gel al 14% sono sempre evidenti
le bande proteiche P13 e P15, le piu concentrasgssoluto del pattern elettroforetico.
Tali bande proteiche con buone probabilita sorduke subunita dell’arginina esterasi, la
proteina d’origine prostatica che rappresenta #o3fklle proteine del plasma seminale
di cane (Kutzler, 2008). L’arginina esterasi préaam peso di 29.5 kDa se analizzata in
cromatografia per gel-filtrazione, e di 25 kDa #enata al’'SDS-PAGE; in condizioni
denaturanti pero, i ponti disolfuro che legano le @atene della molecola, si scindono
dando origine a due subunita di peso molecolareg&R-14 kDa e 15 kDa (lsaacs e
Shaper, 1983; Chapdelaireal 1984). L’arginina esterasi viene considerata anker
prostatico specifico, indice della funzionalita laebano, comparabile alla PSA per
'uomo. La PSA del’'uomo se analizzata in cromatdigr per gel-filtrazione presenta un
peso di 34 kDa, mentre all’'elettroforesi si mosttane una banda proteica del peso

89



molecolare di 32 kDa (Waheet al, 2008). Il peso molecolare della PSA (32 kDa)
quindi risulta vicino a quello dell'arginina estsralel cane (25 kDa) (Isaacs e Shaper,
1983; Chapdelainet al 1984) ma nel profilo proteico del plasma semindileane,
identificato nel nostro studio, non si osservanodeaproteiche a peso molecolare
compatibile con la PSA; possiamo quindi supporre @i proteine, pur presentando
notevole affinita, 'una nell'uomo, l'altra nel cansiano distinte tra loro (Duket al,
1986; Gobelloet al, 2002), anche se sarebbero necessari ulterigniofgndimenti
diagnostici.

Nel nostro studio non e stato possibile trovaréedmrrelazioni positive fra la presenza
di particolari bande proteiche nel profilo elettadtico, e parametri relativi alla
valutazione del materiale seminale. In letteratsiraiporta invece che nel cane due
bande proteiche (67 kDa e 58.6 kDa) siano positarde correlate alla motilita, alla
vitalita e alla percentuale di spermatozoi morfatagente nella norma (De Souea
al., 2007).

Il profilo proteico del plasma seminale nelle diffieti specie animali & stato correlato a
diversi parametri quali la stagionalita (Cardasoal, 2006), la fertilita (Killianet al.,
1993), la predisposizione al congelamento (Jobtnal, 2004), le caratteristiche del
materiale seminale (De Souz al, 2007); nel nostro studio abbiamo tentato di
correlarlo alla presenza o meno di patologia ptosta (IPB sintomatica ed
asintomatica). A differenza di quanto ottenuto trromatografia per gel-filtrazione,
con quale e stato possibile identificare differgmfili per cani esenti da patologia
prostatica, cani con IPB asintomatica, cani con $ifBomatica (ematospermia) e cani
infertili o sospettati tali; I'elettroforesi non hpermesso di identificare un profilo
proteico, o per lo meno delle bande proteiche, cormudifferenti gruppi citati.

Infatti ad esempio le P73, P75, P50, P27 sono ptieseltanto in alcuni dei campioni
analizzati, indifferentemente che essi provengamnoashi sani o cani affetti da iperplasia
prostatica benigna. Nei quattro cani infertili egaati pero, risultano assenti nel profilo
elettroforetico le bande proteiche a peso moleealstermedio/alto (range 55-75 kDa).
Tale riscontro € correlabile al profilo cromatogegafottenuto dai cani suddetti, in cui lo
Zn sembra essere meno legato alle proteine ma oraggnte presente come ione libero
(figura 4.29).
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Possiamo concludere affermando che la cromatogrpfia essere una tecnica
interessante per l'analisi del plasma seminale @ psultare di aiuto diagnostico
nell'identificazione della patologia prostatica. [Dastudio emerge inoltre come la
cromatografia per gel-filtrazione possa guidamdiilico verso la diagnosi dell’infertilita

di un soggetto, percorso in genere estremamengm larfrustante. | cani esenti da IPB
infatti, presentano un profilo cromatografico tipicon un picco di Zn ben evidente in
corrispondenza delle proteine a peso molecolarermmdio/ alto; nei cani infertili

invece, non risulta un picco marcato del metalle eluisce come ione libero alla fine
della cromatografia. Ulteriori studi sono per0 resaei per confermare i risultati
ottenuti, ampliando la casistica dello studio &dadibilita delle affermazioni riportate.
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4.3 Studio 3: Aspetti Ormonali

4.3.1 Materiali e metodi

Raccolta dei campioni

In questo studio sono stati arruolati i cani precgédmente citati riguardo lo studio 2
sull'aspetto biochimico della prostata. In partarel sono stati selezionati un totale di 64
cani, divisi in due gruppi composti da 32 cani cuiaw. Il primo gruppo comprende cani
sani esenti da iperplasia prostatica benigna (IR#&nhtre il secondo gruppo comprende
cani affetti da IPB sintomatica od asintomaticattiliicani erano esenti da concomitanti
patologie testicolari.

Ogni cane esaminato e stato sottoposto a preliewarthue per la valutazione della
concentrazione del 1ff-estradiolo (E2), del testosterone (TST) e del gsterone (P4)
plasmatici. Il prelievo € sempre stato eseguitdadaéna cefalica dell’arto anteriore
sinistro.

Per 'esame sono stati prelevati circa 5 ml di s@&dg ogni cane, raccolto in provette da
siero da 2,6 ml 'una. Il campione € stato poi ia&csierare per circa 30 minuti, ed in
seguito sottoposto a centrifugazione per 10 mimlia velocita di 10000 rpm. I
surnatante, cioe il siero ematico, cosi ottenwgtato prelevato senza intaccare il pellet e
riposto in un’eppendorf, successivamente stocclta tamperatura di — 4 C° per
I'esecuzione dei successivi dosaggi ormonali.

Analisi dei campioni

Le analisi sono state effettuate dai laboratorFidiologia Veterinaria del DiMorFiPa

della Facolta di Veterinaria dellUniversita de@tudi di Bologna mediante saggio
radioimmunologico (RIA). Per determinare la concaribne plasmatica degli ormoni
sono state seguite le tecniche riportate da Gataali (1979) e da Serest al. (1974).

Il testosterone ed il progesterone sono stati desdutti i 64 cani esaminati, mentre gli
estrogeni sono stati valutati solo in 38 di egsil@ campioni del primo gruppo ed in 20
campioni del secondo gruppo). Soltanto per il dgeaglegli estrogeni € infatti

necessario 1 ml di siero ematico; di conseguenza pampioni in cui quest’ultimo
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risultava insufficiente per la valutazione di tuditre gli ormoni, € stata data la
precedenza al dosaggio del testosterone e delgisrgee.

| valori relativi ai dosaggi del TST, del P4 e &€l sono stati espressi come valori medi
+ D. S., e sono stati analizzati impiegando urstper variabili indipendenti o un Wald-
Wolfowitz test, a seconda della distribuzione dafi.dTutti i test sono stati elaborati
mediante l'utilizzo del software Statistica for Wows (Star Soft Inc., Tulsa,
Oklahoma, USA). Un valore ¢i<0.01 e stato considerato significativo.



Dosaggio radioimmunologico del testosterone

Per tale analisi ci si € avvalsi di un anticorpt-gastosterone presentante le seguenti crossiwaact

Testosterone 100%
DHT 25,4%
Dione 0,43%
Cortisolo 0%
Progesterone 0%

L'ormone e stato estratto dal campione di plasm2ng) con 5 ml di etere etilico mediante agitazione
su “rotor” per 30 minuti e centrifugazione a 20Q%gr 4 min. L’estratto etereo & stato evaporato in
corrente di aria a 37°C e sul residuo secco, npen 0,4 ml di tampone fosfato (0.05M, pH 7.4
contenente 0.1% di BSA), é stato effettuato il dggaradioimmunologico.

Ad una aliquota di 0.1 ml, é stato aggiunto testmste triziato (30 pg/tubo) e 0.1 ml di una solagio
1:50.000 di anticorpo anti-testosterone, prodo#tbconiglio. La miscela e stata quindi incubata J&r
ore a +4°C. La separazione delllormone legato mticarpo dall'ormone libero € stata ottenuta
mediante I'aggiunta di una soluzione di charcoatdao. Parallelamente agli estratti eterei plagmat

il saggio e stato condotto su quantita note di eoxen@nde allestire una curva di lettura. Il recoper

medio, valutato in prove preliminari, € risultatllB0%.

Dosaqgio radioimmunologico del 17 estradiolo

Per quest'analisi il tracciante radioattivo utiita € marcato nelle posizioni 2,4,6H della molecola
(NEN-New England Nuclear).

La specificita dell'anticorpo & espressa dalle im@zrociate indicate in tabella.

Estradiolo 1B 100%
Estrone-estriolo 0,3%
Estradiolo 1@ 0,1%
Colesterolo < 0,0001%
Testosterone < 0,0001%
Progesterone < 0,0001%
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Il 17B3-E; e stato estratto dal plasma (1,250 ml) con etdreog(15 ml) mediante agitazione su “rotor”
per 30 minuti e centrifugazione a 2000g per 4 niindik campioni di plasma sono state aggiunte
inizialmente quantita note di estradiololimarcato con trizio onde poter valutare le evenpeidite
che si verificano durante il saggio (recupero).stratto etereo e stato evaporato sotto flussoiaiaar
37 °C e sul residuo secco, ripreso con 0,5 ml mipne fosfato (0.05M, pH 7.4 contenente 0.1% di
BSA), e stato effettuato il dosaggio radioimmunddog

Ad una aliquota di 0,2 ml sono stati aggiunti 0,Ldn17B-E2 triziato (13,5 pg/tubo) e 0,1 ml di
anticorpo diluito 1:40000. La miscela e stata quimtubata per 18 ore a 4 °C. La separazione
dell'ormone legato all'anticorpo da quello libercstata ottenuta mediante I'aggiunta di 1 ml di una
soluzione all'1% di Charcoal e 0,025% di destrddopo incubazione a 4 °C per 15 min. il Charcoal &
stato precipitato mediante centrifugazione a 408€g4 min. e il surnatante e stato versato in \dals
scintillazione e quindi contato in un beta-courRackard modello TRI-CARB 4000. Parallelamente il
saggio e stato condotto su quantita note dell’'oenomnde allestire una curva di lettura (3-250 pg/0,1
ml). Il recupero medio e risultato essere dell’80%.

Dosaggio radioimmunologico del Progesterone

Per quest'analisi il tracciante radioattivo utiiza & marcato nelle posizioni 1,2,6,7,16,3-della
molecola (NEN-New England Nuclear).

La specificita dell'anticorpo & espressa dalle im@zrociate indicate in tabella.

Progesterone 100%
11-a-OH-progesterone 83,3%
-B-OH-progesterone 15,7%
17-a-OH-progesterone 1,7%
20-0-OH-progesterone <0,1%

Il progesterone é stato estratto dal plasma (0)Zar etere di petrolio (5 ml) mediante agitazisne
“rotor” per 30 minuti e centrifugazione a 2000g peminuti. Al campione di plasma sono state
aggiunte inizialmente quantita note di progestenmagcato con trizio onde poter valutare le eventual
perdite che si verificano durante il saggio (recojpel’estratto etereo € stato evaporato sottcstiudi
aria a 37 °C e sul residuo secco, ripreso con 0di tampone fosfato (0.05M, pH 7.4 contenente 0.1%

di BSA), é stato effettuato il dosaggio radioimmiagico. Ad una aliquota di 0,1 ml sono stati
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aggiunti 0,1 ml di progesterone triziato (27 pgéub 0,1 ml di anticorpo diluito 1:10000. La misceél
stata quindi incubata per 18 ore a 4 °C. La separazdell’'ormone legato all’anticorpo da quello
libero é stata ottenuta mediante I'aggiunta di 1dmlina soluzione all'1% di Charcoal e 0,025% di
destrano. Dopo incubazione a 4 °C per 15 minutiCiarcoal & stato precipitato mediante
centrifugazione a 4000g per 4 min., il surnatantgtado versato in vials da scintillazione e quindi
contato in urf3-counter Packard modello TRI-CARB 4000.

Parallelamente agli estratti eterei plasmaticgaggio € stato condotto su quantitd note dell’'oemon

onde allestire una curva di lettura (7-1000 pgfBIL Il recupero medio € risultato essere dell’'84%.
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4.3.2 Risultati

| valori medi relativi ai dosaggi del TST, P4, E& due gruppi analizzati (cani esenti da
IPB e cani affetti da IPB sintomatica od asintocgtisono riportati nella tabella 4.31.

Le concentrazioni di TST variano da un minimo d40ng/mL ad un massimo di 8,18
ng/mL, quelle del P4 da un minimo di 0,04 ng/mLusdmassimo di 6,69 ng/mL, quelle
di E2 da un minimo 1,45 pg/mL di ad un massimozj02 pg/mL. Non é stata verificata
alcuna differenza statisticamente significativdanebncentrazione di TST, P4, E2 fra il
gruppo di cani esenti da IPB, ed il gruppo di caffetti da IPB sintomatica od
asintomatica (Student t-teft< 0.01).

Tabella 4.31 Valori medi relativi alla concentrazione di TSig(mL), P4 (ng/mL), E2 (pg/mL) nei

cani esenti da IPB e nei cani affetti da IPB sirdtoa od asintomatica

TST (ng/mL) P4 (ng/mL) E2 (pg/mL)

Cani sani 42+10(=32) | 1.6+1.8(=32) | 9.71+4.9(=18)

Cani affettida IPB | 3.5+2.4E=32) | 0.9+1.3f=32) | 10.6+5.9r(= 20)
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4.3.3 Discussione

L’accrescimento della prostata € modulato daldBidrosterone (DHT), metabolita del
TST, per azione dell’enzimao&iduttasi. || DHT tende a concentrarsi all'interael
parenchima prostatico poiché la sua affinita pegcettori prostatici degli androgeni,
risulta 2 volte maggiore rispetto al TST e la seacpntuale di dissociazione da essi 5
volte inferiore rispetto al TST (Johnstehal, 2001). L’eziopatogenesi dell'IPB non e
ancora del tutto chiarita e diverse ipotesi soatedtiportate in merito. Si ritiene che gli
androgeni giochino assolutamente un ruolo fondaahemntello sviluppo dell'IPB, ma
che la loro singola azione non sia sufficiente altduppo della patologia. Sembrerebbe
infatti che I'lPB abbia origine da un’alterazionel mapporto fra estrogeni/ androgeni nel
parenchima prostatico, dato o da un calo degliaari in presenza di stabili livelli di
estrogeni, o da un aumento degli estrogeni st€xih(ranet al, 1981). L’azione degli
estrogeni sembrerebbe quella di incrementare ilemardei recettori per gli androgeni,
favorendo quindi l'accumulo degli ormoni all’interndel parenchima prostatico;
processo all’origine dell'IPB (Trachtenbeggal,1980).

Il dosaggio ormonale del testosterone sistemicdavantro valori di 1-5 ng/mL
(Feldmaret al, 1998), di conseguenza i valori riscontrati nestno studio sono in linea
con quella riportati in letteratura.

Alcuni autori riportano valori di testosterone @assi da quelli da noi osservati, in
particolare di 1.7 £ 0.1 ng/mL nei cani affetti dRB e di 2.1 £ 0.3 ng/mL nei cani sani,
rispetto al valore di 3.5 + 2.4 ng/mL da noi idé&n#to nei primi e di 4.2 £ 1.9 ng/mL
nei secondi (Kawakamat al, 2001). Anche i valori di E2 riportati in entrambgruppi

di cani, risultano molto maggiori di quelli da nmsservati: 14.8 £ 1.2 pg/mL contro il
nostro valore di 9.71 = 4.9 pg/mL per i cani sanil7.3 + 0,8 pg/mL contro al nostro
valore di 10.6 = 5.9 pg/mL per i cani affetti deBIfKawakamiet al, 2001). Lo studio
riportato pero esamina un campione di cani numexécde inferiore rispetto al nostro,
specialmente per quanto riguarda il gruppo di adiatrdei cani sani (solo 5 rispetto ai
nostri 32). In tale studio citato inoltre i canifedfi da IPB presentano valori di TST
significativamente piu bassi rispetto ai cani sanyalori di E2 significativamente piu
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elevati rispetto quest'ultimi; supportando l'ipateshe I'IPB abbia origine da un
aumento nei livelli di E2.

| valori di TST ed E2 da noi osservati sono nunariente piu vicini a quelli riportati da
Brendler (Brendler et al., 1983). Come nel nostualis, gli autori non hanno riscontrato
un aumento dei livelli di E2 nei cani affetti daBPma hanno evidenziato un minimo
declino del tasso di TST correlato al graduale animédell’eta del cane. Nello studio da
essi esequito i gruppi di cani vengono suddividase all’eta, nel nostro studio invece i
cani vengono suddivisi in base alla presenza o rdetf®B. | valori medi di TST da noi
riscontrati nei cani affetti da IPB risultano, saepmon significativamente, lievemente
minori a quelli riportati per il gruppo di cani sanompatibilmente ai valori riportati da
Brendler (Brendleret al, 1983). Un altro autore (Shain, 1979) non ripaliferenze
statisticamente significative nella concentraziodnd ST fra cani giovani e cani molto
anziani (maggiori agli 11 anni d’etd). Nel nosttodso almeno il 50% dei soggetti che
rientra nel gruppo dei cani affetti da IPB presepita di 10 anni d'eta, fattore che
potrebbe aver influito sull’'esito dell’analisi Stdica.

Ci riteniamo comungue piu in accordo nel ritenelne €IPB possa avere origine da
un’alterata sensibilita della prostata agli androgeal declino del rapporto androgeni/
estrogeni plasmatici (Brendlet al., 1983; Winteret al., 1995).
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