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Introduzione  

I disordini del sistema riproduttivo maschile come l’infertilità, il criptorchidismo, 
l’ipospadia, la ridotta dimensione dei testicoli e la scarsa qualità dello sperma, oltre ad avere una 
associazione con patologie genetiche (es. 45X/46XY) (1) sono stati collegati all’esposizione a 
fattori ambientali come gli interferenti endocrini (Endocrine Disrupting Chemicals, EDC) (2).  

Lo sviluppo del cancro al testicolo (Testicular Germinal Cell Cancer, TGCC) rappresenta il 
tumore maligno più comune negli uomini in giovane età ed è spesso associato all’esposizione di 
sostanze in grado di alterare il normale metabolismo ormonale come i suddetti EDC (3). Il 
TGCC origina da un precursore comune pre-invasivo delle cellule germinali testicolari definito 
CIS (Carcinoma In Situ testis) (4), le cui cellule tumorali originano dai gonociti che non 
riescono a differenziare in spermatogoni a causa della disfunzione delle cellule del Sertoli e/o 
del Leydig (5). Le cellule del Leydig, in particolare, sono le cellule del testicolo che producono 
l’ormone steroideo testosterone, il quale è necessario non solo per una corretta spermatogenesi 
ma anche per il completo sviluppo delle ghiandole accessorie: prostata e vescicole seminali (6). 
Tale funzione è altamente compromessa dall’esposizione in utero a sostanze anti-androgeniche 
(es. plasticizzanti come il di-n-butil ftalato/DBP e alcuni pesticidi come la vinclozolina/VIN e il 
linuron/LIN) o sostanze estrogeno-simili (es. il plasticizzante bisfenolo A/BPA) (7).  

È stato proposto che l’insieme di patologie come il TGCC, l’ipospadia, il criptorchidismo e le 
alterazioni della spermatogenesi che riducono la qualità del seme sono condizioni fisiopatologiche 
che possono essere considerate sintomi della sindrome della disgenesi testicolare (Testicular 
Dysgenesis Syndrome, TDS), una malformazione congenita che insorge durante il primo periodo 
dello sviluppo fetale (8). Alterando il normale funzionamento degli ormoni steroidei sessuali nello 
sviluppo e nella omeostasi urogenitale durante l’esposizione in utero (9), gli EDC possono impedire 
la normale evoluzione del sistema riproduttivo maschile, la corretta organogenesi dell’epididimo e 
delle ghiandole accessorie come la prostata e le vescicole seminali (4) e quindi indurre TDS. 

Obiettivi 

Come è noto dalla letteratura è possibile riprodurre la TDS in molti modelli sperimentali 
animali mediante esposizione in utero a contaminanti ambientali come ad esempio gli ftalati e 
alcuni pesticidi (10).  
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I tessuti bersaglio che comunemente vengono utilizzati per valutare il corretto funzionamento 
dell’apparato riproduttivo maschile raramente includono la funzionalità della prostata. Nei modelli 
sperimentali animali, infatti, la prostata è un bersaglio tossicologico considerato spesso solo in 
termini di morfologia e dimensioni ma non funzionalmente anche perché la caratteristica 
principale dell’epitelio prostatico umano, la secrezione del Prostate-Specific Antigen (PSA), è 
assente nei roditori (11). Il PSA è un marcatore della funzionalità della prostata, normalmente 
utilizzato nell’indagine clinica dell’adenocarcinoma prostatico. Il gene che codifica per il PSA è 
un bersaglio molecolare controllato dall’azione degli androgeni e dalla via di trasduzione del 
segnale mediata dal recettore degli androgeni (Androgen Receptor, AR).  

Poiché alcune delle sostanze usate come pesticidi o plasticizzanti sono in grado di indurre la 
TDS, ma possono anche influenzare negativamente lo sviluppo e l’organogenesi della ghiandola 
prostatica, il nostro scopo è stato quello di utilizzare un saggio funzionale della ghiandola 
prostatica – quale l’analisi della secrezione del PSA in linee cellulari umane di epitelio 
prostatico – al fine di individuare le sostanze chimiche con proprietà androgeniche o anti-
androgeniche che potrebbero compromettere l’attività dell’epitelio prostatico e, quindi, capaci di 
interferire con la fertilità maschile. La linea cellulare di epitelio prostatico umana utilizzata, 
LNCaP, presenta un recettore androgeno/AR mutato (ART877A) tipico delle prime fasi della 
progressione dell’adenocarcinoma prostatico (12). Le cellule LNCaP sono regolate dagli 
androgeni e sono in grado di secernere PSA (13,14).  

Il nostro sistema modello è un approccio integrato di valutazione della tossicità riproduttiva 
prostata-mediata che integra due bersagli tossicologici: la citotossicità, analizzata mediante 
saggi di vitalità cellulare (MTS assay), e il saggio funzionale di secrezione del PSA (PSA 
secretion assay), usata come biomarcatore di effetto cellula-specifico, per ottenere uno 
screening di sostanze chimiche che, come potenziali EDC, in seguito ad esposizione in utero 
portano alla formazione di malformazioni congenite come la TDS.  

Materiali e metodi 

Il sistema modello in vitro utilizzato si basa su cellule umane di adenocarcinoma prostatico 
metastatico denominate LNCaP. Le cellule sono state mantenute in coltura in piastre da 96 
pozzetti a 37°C, in un’atmosfera umidificata al 5% di CO2 in terreno sintetico RPMI1640 
contenente 2 mM glutammina, 10% (v/v) siero (Fetal Bovine Serum, FBS), 100 U/mL 
penicillina-streptomicina e 0,25 µg/mL di amfotericina B. Prima di effettuare i trattamenti con 
le sostanze chimiche di interesse, le cellule LNCaP sono state sincronizzate per un’intera notte 
in un terreno privo di siero, lavate con una soluzione di tampone fosfato-salino 1x PBS, pH 7,2 
w/o Ca+2 e Mg+2, e successivamente poste in coltura per 24 ore con un terreno completo 
contenente 10% charcoal-stripped FBS (siero in cui sono stati eliminati gli ormoni steroidei per 
non alterare la risposta agli interferenti endocrini con attività ormone-simile). Le cellule sono 
state trattate per 72 ore con le sostanze chimiche oggetto di studio: il diidrotestosterone (DHT) è 
stato utilizzato come sostanza androgenica di riferimento; la 2-idrossi-flutamide/2-OH-FTA 
come composto anti-androgenico di riferimento; il DMSO (dimetilsulfossido) impiegato come 
veicolo per solubilizzare le diverse sostanze chimiche di interesse, e bisfenolo A/BPA, di-n-
butil ftalato/DBP, vinclozolina/VIN, linuron/LIN come molecole di interesse. Tutte le sostanze 
chimiche sono state saggiate in curve dose-risposta nello spettro di concentrazioni da 0,000001 
mg/mL a 1 mg/mL. 

A fine trattamento, per quantificare la secrezione del PSA, metà del terreno di coltura è stato 
prelevato e analizzato mediante un saggio fluoro-immunometrico (Dissociation-Enhanced 
Lanthanide Fluorescent Immunoassay, DELFIA) che permette la misurazione contemporanea 
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sia del PSA libera che quella totale “ProStatusTM PSA Free/Total kit DELFIA®” (Perkin Elmer). 
Il resto della coltura cellulare è stato utilizzato per determinare la vitalità cellulare e 
indirettamente l’attività proliferativa delle cellule mediante il saggio “Cell Titer 96® AQueous 
One Solution Cell Proliferation Assay” (Promega).  

Risultati e discussione 

La TDS è una sindrome con una patogenesi principalmente dipendente dall’ambiente con 
una componente legata alla predisposizione genetica (5). Molti studi mostrano che l’esposizione 
in utero a sostanze anti-androgeniche ed estrogeno-simili spesso presenti nell’ambiente, come i 
già citati pesticidi o plasticizzanti, può portare a disordini e sintomi riconducibili alla sindrome 
della TDS (3) e ad altre malattie connesse al sistema riproduttivo maschile (15).  

La prostata, sebbene sia una ghiandola accessoria, è essenziale per la fertilità maschile 
perché il fluido prostatico da essa secreto contiene le callicreine, tra cui anche il PSA, che 
permettono la liquefazione e la coagulazione del fluido spermatico, attività necessarie per il 
corretto funzionamento degli spermatozoi (5, 6, 16). Perciò un limitato funzionamento 
dell’epitelio prostatico può essere associato all’infertilità maschile (17).  

La ghiandola prostatica non è uno degli organi comunemente considerati per valutare le 
possibili malformazioni congenite perché la sua organogenesi termina durante la pubertà e 
coincide con la prima spermatogenesi. È stato però dimostrato che l’esposizione in utero a 
composti chimici come gli ftalati (18) modula il segnale mediato dal recettore per gli androgeni 
AR presente sul tessuto prostatico e l’esposizione a sostanze estrogeno-simili (come il BPA) 
(19) può causare un effetto di femminilizzazione e impedire il normale sviluppo della prostata. 
Altri interferenti endocrini utilizzati come pesticidi e con attività anti-androgenica come VIN e 
LIN possono compromettere la sintesi di testosterone portando ad una minore formazione del 
suo metabolita DHT, attivo prevalentemente a livello della ghiandola prostatica, e diminuire 
quindi la secrezione del fluido prostatico e del PSA in esso contenuto (13).  

La secrezione del PSA è un riconosciuto biomarcatore clinico per il tumore della prostata: 
nel nostro sistema modello essa permette di valutare lo stato funzionale dell’organo e, integrata 
ad un saggio di citotossicità generale, che misura la vitalità delle cellule, costituisce un 
biomarcatore tossicologico (13, 20) utile per effettuare screening per l’identificazione di 
sostanze anti-androgeniche/simil-estrogeniche che hanno la potenzialità di interferire con il 
normale sviluppo dell’apparato riproduttivo maschile. 

L’obiettivo del nostro studio è stato quindi quello di confermare l’attività androgenica o anti-
androgenica di EDC, confrontando l’andamento della secrezione del PSA (libera e totale) con 
quello di sostanze di riferimento la cui attività risulta essere già nota. Nel sistema modello 
utilizzato le cellule LNCaP trattate con la sostanza agonista del recettore androgeno AR e attiva 
fisiologicamente nella prostata, il DHT, hanno mostrato un decisivo aumento della secrezione 
del PSA presente già alle basse concentrazioni, nell’ordine della pico- e nano-molarità (quelle 
normalmente presenti in condizioni fisiologiche) (Figura 1a) senza avere un effetto citotossico 
alle stesse dosi utilizzate (dati non mostrati). La secrezione del PSA nelle cellule di prostata 
trattate con la 2-OH-FTA mostra un decremento alle basse concentrazioni confermando l’attesa 
attività anti-androgenica di questo metabolita attivo del farmaco flutamide. Alle alte dosi, però, 
si osserva un diverso comportamento: un aumento della secrezione del PSA (simile a quello 
mostrato alle basse concentrazioni delle cellule trattate con DHT); quindi nelle condizioni da 
noi utilizzate la 2-OH-FTA presenta un duplice comportamento da androgeno-anti-androgeno 
(Figura 1b) (13). La maggiore concentrazione utilizzata (100 μM) risulta essere citotossica (dati 
non mostrati) e questo è confermato dalla quasi assente secrezione del PSA. 



Rapporti ISTISAN 13/28 

 126

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Secrezione del PSA libera (in grigio) e totale (in nero) delle cellule LNCaP  
dopo trattamento con di-idrotestosterone/DHT e di-idrossi-flutamide/2OH-FTA per 72 ore 

Considerando la secrezione del PSA dopo trattamento con DHT (come riferimento di 
molecola androgenica) e le basse concentrazioni della 2-OH-FTA (come riferimento di 
molecola anti-androgenica), possiamo confermare che i contaminanti ambientali utilizzati, DBP, 
LIN, VIN e BPA, sono composti anti-androgenici anche in relazione alla secrezione proteica del 
PSA (Figura 2) (13).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Secrezione PSA libero (in grigio) e PSA totale (in nero) delle cellule LNCaP  
dopo trattamento con di-n-butilftalato/DBP, linuron/LIN, vinclozolina/VIN e bisfenolo A/BPA per 72 ore 
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Conclusioni 

In questo sistema modello il bersaglio tissutale rappresentato per valutare l’efficienza 
dell’apparato riproduttivo maschile è la ghiandola prostatica. Tale approccio sperimentale 
prevede l’integrazione di un saggio di citotossicità, che misura la vitalità cellulare e 
indirettamente la proliferazione cellulare, e un saggio di funzionalità specifica del tessuto 
epiteliale della prostata come la secrezione del PSA. Questo approccio può rappresentare quindi 
un valido supporto per lo screening e l’identificazione di sostanze chimiche che possono alterare 
l’omeostasi della prostata e, conseguentemente, segnalare quali contaminanti ambientali 
possono avere effetti su malformazioni congenite, come la TDS, associate a patologie che si 
sviluppano in età adulta quali le malattie prostatiche (prostatiti, iperplasia prostatica benigna e 
tumore della prostata) che sono a loro volta associate ad alterazioni della fertilità maschile.  
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