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Lo scopo di questa ricerca € stato I'analisi
dei glicosaminoglicani (GAGs) in alcuni
tumori cerebrali di cane, localizzati a
livello di parenchima encefalico e
meningi, in confronto a tessuto sano
di controllo. Gli autori hanno riscon-
trato differenze riguardanti queste
molecole trail tessuto neoplastico el
tessuto corrispondente prelevato in
soggetti sani sia dal punto di vista
quantitativo che qualitativo, anche se
occorrera ampliare la casistica per
confermare questi dati preliminari.

Parole chiave: glicosaminoglicani, tumori
cerebrali, biochimica, cane.

H SUMMARY

Glycosaminoglycans in canine
cerebral tumors: a preliminary
study

The aim of this study was the bioche-
mical analysis of glycosaminoglycans
in some dog tumours involving the brain
and the meninges, as well as in normal
nervous system tissues as control. The
authors demonstrated qualitative and
quantitative differences about GAGs
composition between pathologic and
normal tissues, even if it is necessary
to increase the number of cases to
confirm these preliminary data.

Keywords: glycosaminoglycans, cerebral
tumours, biochemistry, dog.

glicosaminoglicani (un tempo chia-

mati mucopolisaccaridi) sono costi-

tuiti da catene disaccaridiche ripeti-

tive contenentiun derivato di un ami-

nozucchero (glucosamina o galatto-
samina). Tra i pitt importanti si ricorda-
no l'acido ialuronico (HA), il condroitin
solfato (CS), il dermatan solfato (DS),1'e-
paransolfato (HS), ’eparina e il chera-
tan solfato (KS). Essi sono componenti
fondamentali della matrice extracellula-
re e della superficie delle cellule anima-
li e, ad eccezione dell’acido ialuronico,
possono presentarsi covalentemente le-
gatiaun “core” proteico per formare pro-
teoglicani. Queste molecole sono coin-
volte in un’ampia serie di funzioni bio-
logiche, come ad esempio la risposta im-
munitaria oppure la differenziazione, la
proliferazione e la migrazione cellulare
[15,16,23,25]; si ritiene inoltre che esse
rivestano un ruolo fondamentale nello
sviluppo e nella maturazione del sistema
nervoso centrale, agendo come regola-
tori nel riconoscimento cellulare, nella
sinaptogenesi e nella plasticita struttu-
rale [1, 19, 24]. Molti autori hanno di-
mostrato un coinvolgimento dei GAGs
nella genesi di parecchi processi patolo-
gici, tra i quali la crescita tumorale [11,
12,13, 14,21, 24, 26], e in particolare al-
cune ricerche hanno messo in luce va-
riazioni istologiche e biochimiche nella
composizione dei glicosaminoglicani in
diversi tipi di neoplasie cerebrali nel-
l'uomo [2, 4,9, 10, 20]. Poiché perd i da-
ti disponibili in letteratura riguardanti
tali molecole nei tumori cerebrali di al-
tre specie sono estremamente limitati, in
questo studio preliminare si ¢ ritenuto
interessante studiare i glicosaminogli-
cani da un punto di vista biochimico in
alcune neoplasie cerebrali di cane, con-
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frontando il quadro ottenuto nel tessuto
patologico con tessuto corrispondente
sano di controllo.

Materiali e metodi

Per questolavoro sono state presein esa-
me sei neoplasie cerebrali, localizzate a
livello di parenchima encefalico e me-
ningi, di cani adulti soppressi in segui-
to a gravi deficit neurologici, e sei cam-
pioniditessuto encefalico (sostanza bian-
ca e grigia) prelevato in aree analoghe a
quelle affette da tumore da cani adulti,
deceduti per patologie non neurologi-
che, da utilizzare come controllo sano.
Ciascun campione & stato suddiviso in
due parti, una per I'’esame istologico e
I’altra per I'analisi biochimica. I sei tu-
moricerebralisono stati classificatiisto-
logicamente [17] come: due meningiomi
transizionali, due meningiomi menin-
goteliomatosi, un astrocitoma gemisto-
citico e un carcinoma dei seni frontali.
Per 'analisi istologica i tessuti normali
e patologici sono stati fissati in forma-
lina tamponata al 10%, inclusi in paraf-
fina, tagliati in sezioni di 4 um e colo-
rati con ematossilina-eosina. Per i sag-
gi biochimiciicampionisono stati omo-
geneizzati, digeriti con papaina e de-
proteneizzati con acido tricloroacetico.
I glicosaminoglicani sono poi stati otte-
nuti per precipitazione mediante aggiunta
di etanolo, seguita da liofilizzazione e
solubilizzazione in acqua distillata [8].
L’analisi quantitativa dei GAGs & stata
ottenuta con il metodo di Bitter e Muir
[5], utilizzando glucuronolattone come
standard, ed espressa come pug di acido
uronico per g di tessuto secco. I GAGs
sono poistati analizzati qualitativamente
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tramite elettroforesi sulastre di acetato
di cellulosa secondo il metodo di Cap-
pelletti et al. [6,7] e colorate con Alcian
blue 8GX, utilizzando come standard
condroitin-6-solfato (CC), condroitin-4-
solfato (CA), acido ialuronico (HA), epa-
ran solfato (HS; I'elettroforesi lo separa
in HS; e HS};), e dermatan solfato (DS),
(Sigma, St. Louis, MO, USA), (foto 1). Le
bande elettroforetiche sono state ana-
lizzate conun densitometro (Apraise Ju-
nior Densitometer, Beckman Instru-
ments), (figura 1) ele concentrazionire-
lative delle singole frazioni dei glicosa-
minoglicani sono state espresse in per-
centuale.

Risultati

Irisultati delle analisi quantitative e qua-
litative dei GAGs sui campioni cerebrali
di cane sono riassunti nella tabella 1. 11
contenuto totale di glicosaminoglicani &
apparso pit alto nella sostanza grigia ri-
spetto a quella bianca; la concentrazione
di GAGs nei meningiomi meningotelio-
matosi e nell’astrocitoma ¢ risultata ab-
bastanzasimile a quella osservatanel tes-
suto normale, in contrapposizione a va-
lori piu elevati quantificati nei menin-
giomi transizionali e nel carcinoma del
seno frontale. Dal punto di vista qualita-
tivo, rispetto alla sostanza bianca e gri-
gia di controllo, nei meningiomi menin-
goteliomatosi, nell’astrocitoma gemisto-
citico e nel carcinoma dei seni frontali si
¢ osservata una maggiore percentuale di
CA mentre 'HA sembra diminuire. I me-
ningiomi transizionali e meningotelio-
matosi e il carcinoma dei seni frontali

cC ey
-

HA —

HS, e
D5 o,
H5 M

FoTto 1. Elettroforesi di una miscela standard
di GAGs su lastra di acetato di cellulosa.

FiGURrA 1. Analisi delle bande elettroforetiche delle varie frazioni
di GAGs mediante densitometria

paiono possedere piu elevati valori di DS
e HS; inoltre i meningiomi transiziona-
li e 'astrocitoma mostrano un contenu-
to percentuale pill elevato di HS; rispet-
to al tessuto sano.

TaseLLA 1. Determinazione quantitativa e qualitativa dei GAGs nel sistema nervoso centrale

di cane in tessuti normali e patologici

N° di| ug ac. uronici/ | CC% CA % HA % HS, % DS % HS %
casi | g tessuto secco
Sostanza bianca 3 1,20 27,2 52,5 57 2,2 0
(1,1-1,3) (26,4-28,3) (45-62,7) (4,4-7,8) (1,63)
Sostanza grigia 3 1,55 33 40,4 13,4 4,5 0
(1,3-1,8) 37,7-32,2) (37,6-42,7) (10,6-17,6) (4,2-5,5)
Meningiomi 2 3,70 29,7 31,5 19,6 9,3 7,4
transizionali (3,4-4,0) (27,5-32) (28-35) (11,7-27,5 (5,3-13,3) (6,5-8,4)
Meningiomi 2 1,25 36,8 16,6 <1 38 14,1
meningoteliomatosi (1,0-1,5) 32-41,6) (14,8-18,4) 37-39) (8,5-19,8)
Astrocitoma 1 0,9 36,5 32,98 28,1 2 <1
gemistocitico
Carcinoma 1 3,8 41,4 34,1 12,6 9,1 2,8
del seno frontale
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Considerazioni e conclusioni

I glicosaminoglicani sono macromolecole
biologiche presenti in tutti i tessuti e fluidi
corporei e la loro concentrazione normal-
mente dipende dal tessuto in cui si trovano;
variazioni del loro contenuto sono state os-
servate in diverse condizioni fisiologiche,
ma soprattutto i cambiamenti pitt marcati
vengono associati a condizioni patologiche
e in particolare alle neoplasie. In questo la-
voro abbiamo voluto approfondire questo
argomento nei tumori cerebrali di cane poi-
ché a tale riguardo in letteratura sono dis-
ponibili pochissimi dati. Le analisi qualita-
tive e quantitative da noi effettute hanno
mostrato una pit elevata concentrazione di
glicosaminoglicani nella sostanza grigia ri-
spetto a quella bianca, in accordo con dati
riportati in precedenza dalla letteratura nel
bovino [18] e nell'uomo [2]. La piu elevata
concentrazione di queste molecole osser-
vata nei meningiomi transizionali e nel car-
cinoma dei seni frontali rispetto al tessuto
normale concorda con quanto osservatonel-
I'uomo [2] e puo essere messa in relazione
alla ricca vascolarizzazione, alla localizza-
zione e alle caratteristiche intrinseche del-
le cellule neoplastiche. Il quadro elettrofo-

CAneimeningiomi meningoteliomatosi, nel-
l'astrocitoma gemistocitico e nel carcinoma
del seno frontale, una minore percentuale
di HA in tutti i tumori considerati e un au-
mento dell’'HS;; nei meningiomi transizio-
nalienell’astrocitoma gemistociticorispetto
ai tessuti di controllo in accordo con quan-
to osservato nel cervello umano [2,4]. I no-
stri risultati indicano una maggiore per-
centuale di DS sia nella sostanza grigia che
in quella bianca rispetto a quella descritta
nell'uomo, ma in letteratura ci sono tuttora
dati discordanti in proposito. Dalla nostra
ricerca inoltre emerge una maggiore per-
centuale di DS nei meningiomi e nel carci-
noma del seno frontale rispetto ai valori ri-
portati nell'uomo, mentre un aumento del-
la percentuale di HS;nei meningiomidel ca-
ne concorda con quanto riportato per i tu-
mori cerebrali in umana [2]. In conclusio-
ne, anche se questi dati preliminari neces-
sitanodiulterioriapprofondimenti mediante
I'analisi di un maggior numero di casi, pos-
siamo affermare sulla base delle nostre os-
servazioni, che la distribuzione biochimica
dei GAGs ¢ caratteristica per ciascun tipo di
tumore,inrelazioneal tessutodiorigine del-
la neoplasia e alle differenti modalita di ac-
crescimento tumorale, come gia riportato

retico mostrauna piti elevata percentuale di
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