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Anamnesi ed esame obiettivo maschile

| punti base di un corretto orientamento diagnostico in medicina sono rappresentati dall’'anamnesi e
dall’esame obiettivo. Ovviamente, il campo della medicina della riproduzione non rappresenta
un’eccezione a tale regola e pertanto 'approccio iniziale al paziente infertile dovra prevedere un’adeguata
ed accurata anamnesi generale, andrologica e riproduttiva ed un esame obiettivo internistico ed
andrologico specifico che possono aiutare nella definizione della diagnosi e indirizzare negli esami
strumentali e di laboratorio piu appropriati.

Dopo un inquadramento generale, I'indagine anamnestica andrologica dovra orientarsi sulla ricerca di
eventuali patologie familiari di tipo genetico, metabolico o endocrino, su abitudini di vita (fumo, alcolici,
droghe, attivita sportive, etc), sull’'uso di farmaci, sulle caratteristiche genitali alla nascita e nei primi anni di
vita, sullo sviluppo puberale, sulle eventuali patologie pregresse dell’apparato genitale (flogosi, traumi,
algie, etc). In generale, dovrebbero essere indagate le cause e i fattori di rischio di infertilita elencati nella
tabella X. La presenza di questi elementi all’lanamnesi orienta inoltre sull’iter diagnostico, poiché nei
pazienti con fattori di rischio pud essere utile intraprendere fin dall’inizio un iter diagnostico completo. E
utile inoltre approfondire I'anamnesi sessuologica per verificare la frequenza e il timing dei rapporti sessuali
e la presenza di possibili problemi sessuali (libido, erezione, eiaculazione) (tabella XX).

L’esame obiettivo andrologico approfondira le caratteristiche strutturali e morfologiche di pene, testicoli,
epididimi, deferenti, strutture funicolari e prostata, oltre che la valutazione dei caratteri sessuali secondari
(tabella XXX). Di particolare rilievo ¢ la valutazione (mediante orchidometro) del volume testicolare, che
orienta, insieme alle valutazioni successive, sull’origine dell’infertilita (pre-testicolare, primaria testicolare,
post-testicolare). E bene condurre, dapprima, una valutazione con paziente in ortostatismo in quanto in
tale postura si evidenziano con maggiore facilita le singole strutture della borsa scrotale; inoltre, eventuali
varicosita della vena spermatica (varicocele) potranno essere evidenziate e amplificate con la manovra di
Valsalva (varicocele con reflusso) solo in questa posizione. |l passaggio in clinostatismo potra confermare
una diagnosi di stasi vascolare (svuotamento del varicocele) e consentire lo studio di altre patologie
(idrocele, canale inguinale pervio, criptorchidismo, etc.). La prostata deve essere studiata mediante
esplorazione rettale che consente, se correttamente eseguita, di dare notizie preziose sullo “status interno”
dell’apparato genitale. L’esplorazione rettale & particolarmente importante nei pazienti con sospette
infezioni o inflammazione del tratto riproduttivo o in presenza di particolari anomalie del liquido seminale
(alta viscosita, alterazioni del pH, leucocitospermia, anticorpi anti spermatozoo).



Tabella X. Fattori di rischio per infertilita maschile da indagare all’lanamnesi e che orientano per un iter diagnostico
completo indipendentemente dalla durata della infertilita.

Fattori di rischio maggiori Fattori di rischio minori

- Criptorchidismo - Esposizione ambientale e/o occupazionale
- Ipotrofia testicolare - Aging (>50 anni)
- Tumore del testicolo - Fumo di sigaretta
- Fattori genetici noti (per esempio anomalie - Alcool e sostanze da abuso

cromosomiche, fibrosi cistica, talassemia) - Obesita
- Varicocele - Esposizione ad alte temperature genitali
- Traumi testicolari - Storia familiare di infertilita e poliabortivita
- Infezioni del tratto riproduttivo - Poliabortivita
- Torsione testicolare - Microlitiasi testicolare

- Cause iatrogene (chirurgia pelvica e inguinale,
chemioterapia, radioterapia, farmaci)

- Malattie sistemiche e/o endocrine (per esempio
diabete mellito, malattie renali ed epatiche)

- Utilizzo di steroidi anabolizzanti

- Disordini della puberta

- Infertilita con precedenti partner




Tabella XX. Schema di anamnesi per il soggetto infertile.

Dati generali

Anamnesi familiare

Anamnesi patologica remota

Malattie dell’apparato riproduttivo e
urinario

Interventi chirurgici

Anamnesi occupazionale e stili di vita

Anamnesi sessuologica

Eta

Religione

Infertilita primaria o secondaria

Durata della infertilita

Storia riproduttiva con precedenti partner

Infertilita

Poliabortivita

Malformazioni fetali

Disordini genetici

Fattori genetici noti

Tumori e trattamenti connessi

Farmaci

Malattie sistemiche

Patologie endocrine

Utilizzo di steroidi anabolizzanti

Disordini della puberta

Critprochidismo

Tumore testicolare

Varicocele

Traumi testicolari

Infezioni del tratto riproduttivo (orchiti, epididimiti, prostato-
vescicoliti)

Torsione testicolare

Chirurgia pelvica e addominale (prostata, vescica)

Chirurgia inguinale (orchidopessi, orchiectomia, ernia inguinale,
Varicocelectomia

Idrocele

Vasectomia

Vasovasostomia, vasoepididimostomia

Esposizione a possibili distruttori endocrine, metalli pesanti, campi
elettromagnetici

Fumo di sigaretta

Alcool e sostanze d’abuso

Dieta (dieta ad alto contenuto calorico, consumo di grassi)
Esposizione a fonti di calore genitale (occupazionale, sauna)
Frequenza e timing dei rapporti sessuali

Libido

Erezione

Eiaculazione




Tabella XXX. Schema dell’esame obiettivo del soggetto infertile.

Esame obiettivo generale

Esame obiettivo genitale

Caratteri sessuali secondari

Esplorazione rettale

Altezza, peso, indice di massa corporea, circonferenza vita

Distribuzione massa muscolare e grassa

Pene (anatomia generale, curvature, placche, meato uretrale, condilomi,
infiammazioni del glande)

Testicoli (sede, volume con orchidometro di Prader, consistenza, noduli,
idrocele)

Epididimi e deferenti (presenza, calibro, cisti, dolorabilita alla palpazione)
Varicocele palpabile, manovra di Valsalva

Ginecomastia

Distribuzione dei peli pubici

Androgenizzazione generale e distribuzione pilifera

Proporzioni scheletriche

Prostata (volume, consistenza, noduli, dolorabilita)




Criptorchidismo

Definizione e classificazione

Per criptorchidismo (dal greco kryptos e orchis “testicolo nascosto”) si intende I'assenza di uno o entrambi i
testicoli nella borsa scrotale alla nascita con arresto lungo il fisiologico tragitto di discesa dall’laddome.
Sebbene il criptorchidismo sia spesso considerato una patologia di lieve entita, in realta esso rappresenta
I'anomalia congenita piu frequente dell’apparato urogenitale ed ¢ il pit importante fattore di rischio per
infertilita e tumore del testicolo in eta adulta. Una diagnosi precoce ed una corretta gestione del testicolo
criptorchide sono pertanto soprattutto necessari per preservare la fertilita, eseguire un corretto counselling
e follow-up del paziente e per ridurre il rischio di trasformazione neoplastica dei testicoli e I'eventuale
insorgenza di ipogonadismo.

Il criptorchidismo € bilaterale in un terzo dei casi e monolaterale nei due terzi. | testicoli criptorchidi
vengono classificati in base alla loro posizione lungo il tragitto di discesa (sede addominale alta/bassa, sede
inguinale, sede soprascrotale, sede alto scrotale), e vengono quindi distinti dai testicoli ectopici, che sono
localizzati al di fuori della fisiologica via di discesa. Tuttavia, nella pratica clinica e per indirizzare la terapia
risulta utile anche una semplice distinzione tra testicoli palpabili e non palpabili e tra forme bilaterali e
monolaterali. Una condizione particolare & rappresentata dall’assenza di uno o entrambi i testicoli,
condizione nota come anorchia o sindrome del testicolo evanescente.

Il criptorchidismo pud essere un’anomalia isolata o pill raramente si puo associare ad altre malformazioni
dell’apparato uro-genitale o puo far parte di sindromi genetiche pitu complesse. |l criptorchidismo va anche
distinto dal testicolo retrattile (testicolo normalmente disceso alla nascita, che risale in canale inguinale e
puo essere riportato in sede scrotale manualmente da dove risale per riflesso cremasterico), dal
criptorchidismo acquisito (testicolo normalmente disceso alla nascita e poi risalito in canale inguinale da
dove non e piu riposizionabile manualmente nello scroto) e dal testicolo mobile (testicolo non criptorchide
alla nascita, che si muove facilmente per effetto del muscolo cremastere fuori dal sacco scrotale ma vi
ritorna altrettanto facilmente).

Tabella 1. Classificazione dei difetti di posizione testicolare.

Testicolo in sede In posizione scrotale, che non risale mai in canale inguinale
nemmeno per riflesso cremasterico o con manipolazione

Criptorchidismo congenito Assenza di uno o entrambi i testicoli nello scroto per arresto lungo
il fisiologico tragitto di discesa testicolare

Testicolo in ascensore (ascending testis o Testicolo non criptorchide alla nascita o testicolo criptorchide
criptorchidismo acquisito) disceso spontaneamente e poi risalito stabilmente in canale
inguinale (difficile manipolazione).

Gliding testis Appena sotto I'anello inguinale esterno e posizionabile
manualmente solo in sede alto scrotale, da dove risale
immediatamente

Testicolo retrattile o alto scrotale In posizione scrotale alta, posizionabile manualmente in sacca
scrotale, dove puo rimanere per un certo periodo, e retrattile in
sede alta per riflesso cremasterico

Testicolo mobile o migrante In posizione scrotale, risale in canale inguinale spontaneamente
(riflesso cremasterico, rapporti sessuali, freddo, etc) o con
manipolazione e ritorna in sacca scrotale spontaneamente o con
manipolazione.

Testicolo ectopico Assenza di uno o entrambi i testicoli nello scroto con
localizzazione al di fuori del fisiologico tragitto di discesa
testicolare
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Figura 1. Classificazione del criptorchidismo (arresto lungo il normale tragitto di discesa testicolare) e dell’ectopia
testicolare (posizionato fuori dal normale tragitto di discesa).

Epidemiologia

Il criptorchidismo interessa circa il 3-5% dei bambini nati a termine ed il 9-30% dei pretermine. Pertanto in
Italia, dove ogni anno vi sono circa 300.000 nati a termine e 200.000 pretermine, si possono ipotizzare dai
10.000 ai 60.000 casi all’anno. Circa la meta dei testicoli criptorchidi alla nascita discende spontaneamente
nei primi mesi di vita, soprattutto nei nati pretermine, e pertanto la prevalenza del criptorchidismo ad un
anno di vita é circa il 1-2%. Anche il basso peso alla nascita € un importante fattore di rischio per
criptorchidismo e la prevalenza nei nati con peso inferiore a 2.5 kg & di circa il 20-25%. La discesa spontanea
si verifica in genere entro i 4-6 mesi di vita e la terapia dei testicoli criptorchidi non dovrebbe pertanto
iniziare prima del quarto-sesto mese. Tuttavia, € altrettanto importante non intervenire troppo tardi,
perché la compromissione della funzione spermatogenetica, e quindi della fertilita, € correlata con I'eta
dell’intervento.

L’incidenza del criptorchidismo sembra essere aumentata negli ultimi decenni, soprattutto in alcuni paesi,
probabilmente come conseguenza dell’esposizione a fattori ambientali con attivita simil-ormonale,
soprattutto di tipo estrogenico e/o anti-androgenico. Questi dati epidemiologici sarebbero in accordo con
un simile incremento anche dell’'incidenza di tumore del testicolo, infertilita maschile ed ipospadia e hanno
portato all’ipotesi di una sindrome da disgenesia testicolare, conseguenza di un alterato sviluppo gonadico
durante la vita fetale per cause ambientali e/o genetiche. In Italia, la prevalenza del criptorchidismo nei nati
a termine sembra essersi ridotta da un 4.3% negli anni 1978-1987 al 2.7% negli anni 1988-1997. Tuttavia, la
prevalenza ad un anno si € mantenuta simile (1.5% nella prima decade e 1.2% nella seconda decade). Da
nostri dati epidemiologici raccolti mediante questionari somministrati a soggetti delle scuole medie
superiori della provincia di Padova (Progetto Andrologico — 2000 soggetti) una storia di criptorchidismo
viene segnalata dal 3.1% dei soggetti.

Cenni di embriologia

La discesa del testicolo dalla sua posizione originaria in prossimita del rene fino alla borsa scrotale durante
la vita fetale & un complesso meccanismo che richiede I'interazione di fattori anatomici, meccanici ed
ormonali. Si distinguono due fasi principali, quella trans-addominale (tra la 10 e la 23? settimana
gestazionale), che porta il testicolo in prossimita dell’orifizio inguinale interno, e quella inguino-scrotale (tra
la 26°-28? settimana fino alla nascita), che porta il testicolo nella sua posizione definitiva nella borsa
scrotale omolaterale.



In questo processo giocano un ruolo fondamentale due legamenti: il legamento sospensore craniale (CSL),
che connette la gonade alla parete addominale posteriore, ed il gubernaculum (o legamento genito-
femorale caudale), che connette il testicolo e I'epididimo all’anello inguinale interno. La discesa del
testicolo e regolata da due ormoni principali prodotti dalle cellule di Leydig, il testosterone e I'Insulin-like
factor 3 (INSL3), aiutati dall’ormone anti mulleriano (AMH) prodotto dalle cellule di Sertoli e dal calcitonin-
gene related peptide (CGRP) prodotto dal nervo genito-femorale. Durante la fase trans-addominale il
testicolo rimane vicino alla futura regione inguinale grazie anche all’allargamento della cavita addominale e
alla pressione viscerale. Il CSL regredisce mentre il gubernaculum si sviluppa soprattutto nella sua porzione
caudale e protrude nel sacco scrotale in formazione. In tal modo il testicolo viene mantenuto in prossimita
dell’anello inguinale interno. Durante la fase inguino-scrotale il gubernaculum si ritrae ed il testicolo puo
attraversare il canale inguinale.

Il testosterone, sotto I'azione dell’asse ipotalamo-ipofisi-testicoli, oltre ad essere il principale ormone per lo
sviluppo in senso maschile del feto e per il corretto sviluppo degli organi genitali esterni, € il maggior attore
della fase inguino-scrotale della discesa testicolare grazie alla sua azione principalmente sul CSL ed in parte
sul gubernaculum. L'INSL3 invece controlla la differenziazione del gubernaculum ed é quindi il maggior
responsabile della fase trans-addominale. L'AMH provoca la regressione dei dotti di Muller.
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Figura 2. Schema della discesa testicolare. La differenziazione del testicolo dalla gonade indifferenziata in presenza del
cromosoma Y (A) porta alla produzione di AMH dalle cellule di Sertoli (S) e di testosterone e INSL3 dalle cellule di
Leydig (L) (B). L'effetto diretto e indiretto (attraverso il nervo genitofemorale, GNF, ed il CGRP) di questi due ormoni
principalmente sul legamento sospensore craniale (CSL) e sul gubernaculum é alla base del processo bifasico di discesa
testicolare. La regresisone del CSL & sopratutto sotto il controllo del testosterone, mentre I'INSL3 agisce
principalmente sul gubernaculum (B) sul quale agiscono in misura minore ’AMH ed il testosterone, verosimilmente
atraverso il nervo genitofemorale ed il CGRP (C).



Eziopatogenesi

Le cause del criptorchidismo sono molteplici, ma nella maggior parte dei casi non si riscontrano fattori
eziologici certi. | fattori di rischio piu importanti sono rappresentati dalla prematurita e dal basso peso alla
nascita, ma sembrano avere un ruolo anche il diabete in gravidanza ed il fumo.

Si riconoscono cause meccaniche, ormonali, genetiche ed ambientali. Le anomalie anatomiche sono
frequenti e includono I'impervieta del canale inguinale, I’ernia inguinale, la brevita del funicolo spermatico.
Le cause ormonali sono da ricondurre prevalentemente ad un’ipogonadismo ipogonadotropo, ma non sono
frequenti. Tuttavia alcuni Autori sostengono che tutti i bambini criptorchidi abbiano un certo grado di
ipogonadismo relativo. Le cause genetiche riguardano mutazioni dei geni che codificano per il recettore
degli androgeni, per I'INSL3 o il suo recettore (RXFP2), o anomalie cromosomiche, tra le quali la piu
frequente ¢ la sindrome di Klinefelter (cariotipo 47,XXY). Le cause genetiche sono piu frequenti nei casi di
criptorchidismo bilaterale e non si associano a discesa spontanea dei testicoli dopo la nascita. In generale
circa il 5-10% dei casi di criptorchidismo isolato (non associato ad altre anomalie dell’apparato urogenitale)
sono da attribuire a cause genetiche.

Il criptorchidismo pud anche far parte del corteo sindromico di molte malattie genetiche complesse, la cui
incidenza € comunque molto bassa. Sono stati ipotizzati diversi fattori ambientali, soprattutto sostanze ad
azione estrogenica o anti-androgenica e anti-INSL3, ma attualmente non ci sono chiare prove di un loro
ruolo nella patogenesi del criptorchidismo nell’'uomo, a differenza di quanto osservato sperimentalmente
negli animali da laboratorio.

Tabella 2. Cause principali del criptorchidismo.

Idiopatico
Fattori di rischio maggiori ° basso peso alla nascita
. prematurita
. piccolo per eta gestazionale (SGA)
Cause endocrine: non sono frequenti, . ipogonadismo ipogonadotropo (idiopatico, sindrome di Kallmann,
ma alcuni Autori sostengono che tutti i altri difetti genetici)
bambini criptorchidi abbiano un certo . ipogonadismo ipergonadotropo

grado di ipogonadismo relativo
Cause genetiche: circa il 5-10% deicasi e  monogeniche:

non associati ad altre anomalie . mutazioni del gene INSL3 e del suo recettore (RXFP2)
dell’apparato uro-genitale; piu Ll mutazioni del gene per il recettore degli androgeni
frequenti nei casi di criptorchidismo e  cause cromosomiche e sindromi genetiche complesse:
bilaterale, non si associano a discesa = sindrome di Klinefelter

spontanea dei testicoli dopo la nascita = maschio 46,XX

. sindrome da insensibilita agli androgeni
. sindrome di Down

Ll sindrome di Noonan

. sindrome di Beckwith-Wiedemann

Ll sindrome di Prader-Willi

Ll FG syndrome (o s. di Opitz-Kaveggia)

. del 22q11.2

. del 1p36
Fattori materni e diabete
e fumo
e  alcool
e assunzione di sostanze ad attivita estrogenica o anti-androgenica in
gravidanza
Anomalie anatomiche (frequenti) . impervieta del canale inguinale

. ernia inguinale
° brevita del funicolo spermatico




Diagnosi

La diagnosi & volta soprattutto a differenziare il criptorchidismo dalle altre anomalie di discesa e posizione
del testicolo, soprattutto dall’anorchia e dall’ectopia. L'anamnesi e I'esame obiettivo possono abbastanza
facilmente individuare il testicolo mobile, testicolo che discende spontaneamente nello scroto e risale nel
canale inguinale per effetto della trazione del muscolo cremastere. Nella maggior parte di questi casi non e
necessaria nessuna terapia, ma il bambino potra essere controllato annualmente per assicurarsi che la
situazione si regolarizzi spontaneamente e in maniera definitiva all'epoca dello sviluppo puberale.

L'esame obiettivo deve essere eseguito con il bambino rilassato e I'ambiente e la mano del medico
dovranno essere caldi, ed ¢ indirizzato all’individuazione della posizione del testicolo, del suo volume e
consistenza e della sua mobilita verso il sacco scrotale. Quando non si riesce a palpare il testicolo e quindi
bisogna differenziare tra criptorchidismo, ectopia e anorchia congenita, sono necessari ulteriori
accertamenti. L’anorchia congenita bilaterale puo essere sospettata per la frequente coesistenza di
micropene e di marcata ipoplasia dello scroto, e va poi confermata con un test all’"hCG che documenta una
assente risposta del testosterone. In presenza di un tale comportamento al test con hCG, |'esplorazione
chirurgica alla ricerca dei testicoli puo essere addirittura considerata superflua.

L'esplorazione chirurgica e invece, di regola, determinante per distinguere fra I'agenesia di un solo testicolo
ed un criptorchidismo monolaterale completo. Utile come esame di primo livello & anche I'ecografia e solo
quando il testicolo non € dimostrabile nemmeno con tale indagine, si puo ricorrere alla RMN o, meglio
ancora, alla laparoscopia o esplorazione chirurgica.

Solamente in alcuni casi (criptorchidismo bilaterale con testicoli non palpabili, associato o meno ad
ipospadia, micropene o genitali ambigui) & necessario un approfondimento endocrinologico e genetico, che
include cariotipo, analisi di mutazioni del gene per il recettore degli androgeni, testosterone, LH, FSH, 17-
OH-Progesterone, o altre indagini ormonali secondo I'indicazione clinica. Anche i test al GnRH e all’hCG
sono necessari solo in una minoranza di casi. L’analisi genetica del gene per il recettore degli androgeni, il
gene INSL3 ed il suo recettore (RXFP2) possono essere utili anche nei casi di criptorchidismo monolaterale.
In casi selezionati potranno essere utili altre analisi genetiche in base al sospetto clinico (per esempio
analisi dei geni dell’ipogonadismo ipogonadotropo).

Terapia

La correzione del criptorchidismo ha lo scopo di riportare i testicoli nella loro sede fisiologica (la borsa
scrotale) soprattutto per prevenire (o quantomeno ridurre) la degenerazione della funzione testicolare, e
quindi l'infertilita e I'ipogonadismo, e I'insorgenza di tumore testicolare o quantomeno renderne piu
agevole la diagnosi precoce. Inoltre, il trattamento del testicolo criptorchide previene la possibilita di
torsione del testicolo stesso e di traumi testicolari ed ha anche risvolti psicologici legati alla presenza di uno
scroto vuoto. La correzione del criptorchidismo e attualmente raccomandata entro il secondo anno di vita,
meglio se entro I'anno e mezzo. La terapia ideale del criptorchidismo & chirurgica (orchidopessi), essendo
ormai la terapia farmacologica considerata priva di evidenze di efficacia.

Infatti, diversi schemi terapeutici ormonali che utilizzano GnRH e/o gonadotropine sono utilizzati da diversi
decenni, ma permangono controversie sulla loro reale efficacia. Il razionale di tali trattamenti & superare
quello stato di lieve ipogonadismo che si osserva spesso, o si sospetta, nei bambini criptorchidi e stimolare
la proliferazione e maturazione delle cellule germinali. In questo senso alcuni Autori suggeriscono I'impiego
della terapia ormonale anche in quei casi in cui la terapia € comunque chirurgica (localizzazione alta o
addominale). Gli schemi terapeutici sono sostanzialmente rappresentati dall’hCG in associazione o meno
con hMG e dal GnRH in associazione o meno con hMG. Generalmente si pud ottenere un successo (testicoli
che discendono nello scroto) solo nei casi meno gravi (criptorchidismo monolaterale, in posizione inguinale,
palpabile), mentre i casi pil gravi (criptorchidismo bilaterale addominale) raramente rispondono a tale
trattamento o si osservano frequenti recidive. Le percentuali di successo a lungo termine sono intorno al
15-20% (discesa stabile), senza sostanziali differenze tra i diversi protocolli terapeutici. Ovviamente la



terapia ormonale & inefficace nel caso di ectopia testicolare. Studi recenti suggerirebbero addirittura un
effetto negativo della terapia con hCG sulla spermatogenesi poiché alcuni studi hanno documentato un
incremento di apoptosi delle cellule germinali.

L'intervento chirurgico € considerato il gold standard della terapia del criptorchidismo. L'orchidopessi
consiste in una incisione a livello inguinale attraverso la quale si reperta il testicolo criptorchide che viene
poi posizionato nello scroto, ed ha successo definitivo in piu del 95% dei casi con una bassa incidenza (1%)
di complicanze. L'intervento e stato proposto anche per via laparoscopia. Soltanto nei casi pil complessi in
cui il testicolo sia molto distante dallo scroto o nei casi di ectopia testicolare pud essere necessario ricorrere
a tecniche chirurgiche piu complesse o piu interventi chirurgici. Indicazione assoluta al trattamento
chirurgico e il criptorchidismo dopo insuccesso di terapia ormonale, |’ectopia testicolare e il criptorchidismo
associato a patologie del canale inguinale. Le linee guida suggeriscono I'intervento di orchidopessi entro i
due anni di eta, meglio entro I'anno e mezzo. Addirittura le pil recenti pubblicazioni suggeriscono
I'orchidopessi trai 6 e i 12 mesi.

Follow up

Rischio di infertilita

Uomini con storia di criptorchidismo sono frequentemente infertili e una storia di criptorchidismo si
riscontra in circa il 10% dei soggetti infertili e il 20% di quelli azoospermici. Generalmente i danni alla
spermatogenesi sono piu gravi nelle forme di criptorchidismo bilaterale e addominale. Tuttavia, anche nei
casi di criptorchidismo monolaterale ci pud essere un danno spermatogenetico nel testicolo controlaterale.

In media, circa il 70-80% dei soggetti con criptorchidismo bilaterale e il 40-50% dei soggetti con
criptorchidismo monolaterale presenta una oligozoospermia o azoospermia.

L’eta all’orchidopessi ha un’influenza sul successivo deterioramento della spermatogenesi, soprattutto
nelle forme monolaterali. Infatti, la malposizione testicolare induce precoci e progressivi danni all’epitelio
seminifero secondari a diversi fattori, tra i quali la piu elevata temperatura rispetto alla sede fisiologica
scrotale. Tuttavia, anche un’orchidopessi precoce, seppur in grado di ridurre il rischio di infertilita, non lo
annulla.

Secondo queste considerazioni € utile informare i soggetti con criptorchidismo (e i familiari) circa il rischio
di infertilita in eta adulta ed eseguire controlli periodici del liquido seminale dai 16-18 anni, con eventuale
crioconservazione dello stesso prima che il danno progressivo spermatogenetico sia definitivo.

Rischio di tumore testicolare

Il criptorchidismo rappresenta uno dei principali fattori di rischio per il tumore del testicolo, essendo il
rischio relativo 4-8 volte superiore rispetto alla popolazione generale e maggiore per i casi di
criptorchidismo bilaterale e per i casi di criptorchidismo addominale. Circa il 5-10% dei casi di tumore
testicolare (tumori a cellule germinali) insorgono in soggetti ex-criptorchidi. Le due patologie vengono da
alcuni Autori associate nella sindrome della disgenesia testicolare che prevede che fattori genetici e
ambientali inducano un alterato sviluppo della gonade durante la vita fetale che si manifesta appunto con
criptorchidismo alla nascita associato o meno ad una ipospadia ed infertilita e tumore del testicolo in eta
adulta. Questa ipotesi & supportata da evidenze epidemiologiche, ma senza chiari elementi patogenetici
comuni e dall’evidenza che il tumore del testicolo si puo sviluppare anche nel testicolo controlaterale nei
casi di criptorchidismo monolaterale (nel 15-20% dei casi). Un’altra ipotesi & che il tumore del testicolo sia
in realta una conseguenza diretta del criptorchidismo. A sostegno di questa ipotesi sta I’evidenza che
I’orchidopessi precoce riduce, anche se non annulla, il rischio di carcinogenesi.

Per queste considerazioni & utile eseguire un follow up dei soggetti con storia di criptorchidismo tenendo
presente che il tumore del testicolo ha un picco di incidenza tra i 15 e i 40 anni e il rischio di tumore anche



nel testicolo controlaterale nei casi di criptorchidismo monolaterale. In tal senso puo essere utile informare
i ragazzi ex-criptorchidi (e i familiari) circa I'utilita dell’autopalpazione dei testicoli ed eseguire controlli
clinici periodici (visita, ecografia testicolare) con cadenza annuale.

Rischio di ipogonadismo

Sia nei casi di criptorchidismo bilaterale (piu frequentemente) che monolaterale (pil raramente) esiste
spesso un danno testicolare bilaterale, progressivo nel tempo, non completamente influenzato anche da
un’orchidopessi precoce, che coinvolge sia la componente spermatogenetica che endocrina. Da un’analisi
retrospettiva della nostra casistica di soggetti infertili con storia di criptorchidismo, circa il 70% dei soggetti
presenta un ipogonadismo primario ipergonadotropo (conclamato — LH elevato con testosterone basso —
nel 40% dei casi, subclinico — LH elevato con testosterone normale — nel 30% dei casi) e il 2% un
ipogonadismo secondario ipogonadotropo. | soggetti con criptorchidismo pertanto, indipendentemente
dalla sua gravita e timing di correzione, dovrebbero essere considerati soggetti ad alto rischio di
ipogonadismo, opportunamente informati di conseguenza e seguiti nel tempo, dallo sviluppo puberale
(possibilita di ritardo puberale, ginecomastia) in poi con monitoraggio della crescita testicolare (meglio se
con ecografia) e dosaggi ormonali (LH, T, 25(0OH)-vitamina D). Nel caso di riscontro di un ipogonadismo
andranno poi eseguiti gli approfondimenti specifici (metabolismo glucidico e lipidico, densitometria ossea,
etc) e terapia sostitutiva (testosterone, vitamina D) adeguata, tenendo in considerazione I'aspetto
riproduttivo.



Tabella 3. Management e follow-up del criptorchidismo.

Eta Schema Personale coinvolto

Nascita Esaminare la posizione dei testicoli, distinguere le Pediatra/endocrinologo pediatrico
diverse forme di anomalie di discesa e posizione, Chirurgo/urologo pediatrico
valutare malformazioni associate per possibile DSD Genetista
Notare eta gestazionale, peso alla nascita, SGA Genitori
Possibili fattori materni (diabete, ED/farmaci)
Counselling ai genitori

6-12 mesi Verificare discesa spontanea ed eventuale Pediatra/endocrinologo pediatrico

Pre-puberta

Puberta

16-18 anni

>18 anni

criptorchidismo acquisito

Considerare FSH, LH, testosterone, AMH, hCG-test
nel caso di testicoli non palpabili

Considerare cariotipo, analisi genetica INSL3, RXFP2,
AR, geni per HH o altre analisi genetiche selezionate
Considerare esplorazione chirurgica

Programmare orchidopessi entro i 2 anni
Counselling ai genitori

Esame obiettivo dei testicoli ad ogni visita pediatrica
Counselling ai genitori

Monitorare sviluppo puberale e testicolare = ev.
approfondimenti specifici
Counselling al paziente e genitori

Transizione all’endocrinologo dell’adulto/andrologo
per valutazione della funzione goandica (esame del
liguido seminale = ev. crioconservazione e
approfondimenti specifici; ecografia testicolare; FSH,
LH, testosterone; etc)

Counselling al paziente e genitori: autopalpazione,
rischio di infertilita, tumore e ipogonadismo

Esame obiettivo dei testicoli alle visite MMG e
sportive

Presa in carico da parte dell’endocrinologo
dell’adulto/andrologo per follow-up annuale

Chirurgo/urologo pediatrico
Genetista

Pediatra di libera scelta
Genitori

Pediatra di libera scelta
Genitori

Pediatra/endocrinologo pediatrico
Pediatra di libera scelta
Paziente e genitori

Endocrinologo dell’adulto/andrologo
Paziente e genitori

MMG, medici sportivi
Endocrinologo dell’adulto/andrologo
Paziente
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TUMORI TESTICOLARI
Epidemiologia e fattori di rischio delle neoplasie testicolari

La frequenza della patologia neoplastica testicolare ha un andamento trimodale: un picco in eta
infantile (1/100.000 nei maschi sotto i 15 anni), uno in eta giovane-adulta (11/100.000 trai1 15 e 129
anni) ed un picco nell’anziano (1/100.000 all’eta di 70 anni). L’incidenza nelle ultime decadi si ¢
dimostrata in aumento, infatti, varia da 1/100.000 in Asia e Africa a 9,2/100.000 in Danimarca. Si
stima che ogni anno, in Europa vengano diagnosticati circa 24.000 nuovi casi. In Italia I’incidenza
totale ¢ pari a 5,4 per 100.000, con un picco di 10,2 per 100.000 nella fascia di eta trai 15 ed 1 39
anni.

Un aspetto molto dibattuto ¢ il riscontro di un aumento dell’incidenza di tale patologia in quasi tutto
il mondo negli ultimi 40-50 anni (soprattutto USA, Canada, la maggior parte dei paesi Europei,
Australia e Nuova Zelanda). Notevole, tuttavia, ¢ che quasi di pari passo all’aumento
dell’incidenza, si sia osservata anche una rilevante riduzione della mortalita.

Vengono considerati fattori di rischio per lo sviluppo di neoplasia testicolare oltre a fattori
ambientali e ad abitudini voluttuarie (alimentazione, fumo di sigaretta), anche criptorchidismo,
familiarita e/o pregresso tumore testicolare controlaterale, microlitiasi testicolare. Il
criptorchidismo, ovvero la mancata discesa di uno o di entrambi i testicoli nella borsa scrotale, ¢
probabilmente il fattore di rischio piu noto, con un aumento del rischio di insorgenza di tumore
stimato tra le quattro e le otto volte, nel testicolo ritenuto. Il meccanismo per il quale cio avviene
non ¢ ancora ben noto, tuttavia, & stato ipotizzato che la mancata discesa testicolare e la
tumorigenesi siano due manifestazioni della stessa patologia e, inoltre, nel testicolo non disceso ¢
stata osservata una compromissione dello sviluppo delle cellule germinali gia un anno dopo la
nascita. Le condizioni ambientali cui € sottoposto il testicolo criptorchide non sono né fisiologiche
n¢ idonee, con ripercussioni sulla fertilita futura e con la possibilita di sviluppo di un carcinoma in
situ (e quindi di insorgenza di una neoplasia maligna). Una suscettibilita ereditaria per lo sviluppo
di neoplasia testicolare ¢ stata osservata in diversi casi familiari con un rischio di insorgenza
aumentato fino a 4 volte in caso di padre affetto dalla stessa patologia o perfino incrementato di 8
volte in caso di fratello affetto. Nel corso degli anni sono stati identificati diversi geni o loci genici
che indurrebbero una suscettibilita genetica, ma nessun gene in particolare ¢ stato associato in
maniera significativa con 1’insorgenza di neoplasia e tale mancata evidenza suggerisce come in
realta la suscettibilita alla patologia sia probabilmente legata al contributo di molteplici geni. Una
pregressa neoplasia testicolare puo essere considerata come un ulteriore fattore di rischio, in quanto
viene osservato un aumentato rischio di insorgenza di neoplasie testicolari nel testicolo
controlaterale. Tale aumento risulta massimo nei cinque anni successivi alla prima diagnosi; inoltre,
I’eta di insorgenza della prima neoplasia sembra modulare questo aumento di rischio, che ¢
maggiore per tumori insorti prima dei 30 anni di eta. La presenza di minute aree iperecogene “a
cielo stellato” nel parenchima testicolare, condizione nota come microlitiasi, ¢ stata anch’essa
associata ad aumentata incidenza di neoplasia. L’eziologia di questa condizione non ¢ nota, ma ¢
stata riscontrata con una prevalenza dello 0.5-6.7% nella popolazione generale. Tuttavia, non tutti
gli studi concordano su questo aspetto ed, in effetti, le osservazioni cliniche e i pochi studi
longitudinali condotti non sempre hanno rilevato aumenti di incidenza significativi rispetto alla
popolazione generale: allo stato attuale, pur essendo una condizione di facile riscontro in pazienti
affetti da neoplasia testicolare, non esistono evidenze conclusive che permettano di considerare o di
escludere la microlitiasi dai fattori di rischio di insorgenza di tumore testicolare.

Nel 1993 Sharpe and Skakkebaek proposero la cosiddetta Sindrome di Disgenesia Testicolare
(TDS), la cui eziologia ¢ legata all’esposizione ad estrogeni ambientali, denominati endocrine
disrupters (EDCs) o interferenti endocrini, € ad una suscettibilita genetica a queste sostanze
chimiche. La disgenesia testicolare insorge durante il primo periodo dello sviluppo fetale, cioe
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durante la formazione del tratto riproduttivo maschile e puo indurre criptorchidismo, ipospadia e
tumore testicolare. Secondo questa ipotesi, la presenza di estrogeni ambientali determina
un’alterazione delle cellule primordiali nella cascata differenziativa spermatogenetica; cio porta alla
formazione di cellule che dopo la nascita possono trasformarsi in maligne ed evolvere in carcinoma
in situ. Queste cellule, rimangono quiescenti durante 1’infanzia, ma durante la puberta, in seguito a
stimoli endocrini, possono cominciare a replicarsi e diffondere nei tubuli seminiferi. I fattori
scatenanti che inducono la trasformazione del CIS in neoplasia ancora non sono noti.
L’impregnazione di estrogeni puod essere secondaria ad una maggiore assunzioni di ormoni o
causata da uno sbilancio ormonale endogeno.

Classificazione dei tumori del testicolo

Le neoplasie testicolari ricoprono una vasta gamma di tipi istologici, ripartiti in due grandi
categorie: tumori delle cellule germinali, che rappresentano circa il 90-95% delle neoplasie
testicolari, e tumori della linea non germinale. La maggior parte di queste neoplasie germinali sono
molto aggressive e presentano una rapida e diffusa disseminazione metastatica anche se, con le
terapie attualmente disponibili, possono essere curate.

I tumori a cellule germinali del testicolo sono classificati sulla base della presenza di uno solo o di
piu tipi istologici. Quelli che presentano un unico tipo istologico rappresentano circa il 40% di tutte
le neoplasie testicolari; nel restante 60% si osserva una commistione di due o piu tipi istologici
(tumori misti).

I tumori a cellule germinali del testicolo originano da una neoplasia intratubulare a cellule germinali
- Intra Tubular Germ Cell Neoplasia, ITGCN. Tale condizione indica una probabilita del 50% che il
testicolo sviluppi un tumore invasivo entro 5 anni. Le cellule germinali neoplastiche si differenziano
sulla linea gonadica dando origine al seminoma, o si trasformano in una popolazione di cellule
totipotenti che maturano nei tumori non seminomatosi. Queste cellule totipotenti possono rimanere
anaplastiche, formando quindi carcinoma embrionario, oppure possono differenziarsi in una linea
extraembrionaria determinando la formazione di tumori del sacco vitellino o i coriocarcinomi. Il
teratoma, invece, deriva dalla differenziazione delle cellule embrionarie carcinomatose lungo la
linea dei tre foglietti embrionali.

Le cellule germinali neoplastiche del testicolo spesso secernono ormoni polipeptidici e alcuni
enzimi, che possono essere dosati nel sangue. Tali marcatori biologici comprendono 1’a-
fetoproteina (AFP), la gonadotropina corionica umana (HCG), la fosfatasi alcalina placentare,
I’ormone lattogeno placentare e la lattico deidrogenasi (LDH).

I tumori germinali possono avere anche un’origine extragonadica, principalmente nel mediastino,
nel retroperitoneo e nella regione pineale-soprascellare. Tali localizzazioni derivano,
verosimilmente, dalla migrazione aberrante di cellule germinali, nelle prime fasi dell’embriogenesi,
o in alternativa da alcune cellule staminali precursori comuni delle cellule germinali, delle cellule
del timo e dei pinealociti.

I tumori non germinali comprendono i tumori dello stroma e dei cordoni sessuali, con riferimento
alle cellule stromali specializzate interstiziali, come quelle del Leydig ed alle cellule stromali dei
cordoni sessuali delle prime fasi di differenziazione della gonade, come quelle del Sertoli. Sono
generalmente benigni, alcuni dei quali capaci di produrre ed immettere in circolo ormoni steroidei.
Con estrema rarita dallo stroma connettivo-vascolare possono originare tumori, generalmente
benigni, tra cui angiomi, leilomiomi, neurofibromi, che non si diversificano dagli omonimi tumori di
altre sedi. Si possono osservare, in casi rari, tumori della rete testis, adenomi o adenocarcinomi. Il
testicolo, inoltre, puo essere sede di tumori rari degli annessi e dello stroma, (mesoteliomi della
vaginale, rabdo- o leiomiosarcomi) o occasionalmente, di tumori metastatici derivanti da carcinomi
prostatici o polmonari.



Diagnosi

La diagnosi di una neoplasia testicolare si basa generalmente sul riscontro durante I’esame obiettivo
andrologico o all’autopalpazione di una massa testicolare palpabile, unilaterale, non dolente, di
consistenza duro-lignea. Nella pratica clinica ¢ essenziale un attento esame obiettivo generale al
fine di evidenziare linfonodi aumentati di volume o masse addominali. Il dolore (scrotale, lombare o
ai fianchi) ¢ un sintomo non frequente nelle neoplasie di piccole dimensioni (circa 1/10 dei casi) e
pone il sospetto di patologia disseminata. Una piccola percentuale di pazienti, soprattutto in caso di
tumori non seminomatosi, pud presentare ginecomastia. L’esame di conferma ¢ 1’ecografia
testicolare che viene raccomandata anche in caso di tumore clinicamente evidente. Tale esame ¢
utile nel dirimere i1 casi dubbi e nell’indagare il parenchima del testicolo controlaterale. Inoltre,
andrebbe sempre effettuata anche in caso di aumento isolato dei marcatori sierici o di masse
retroperitoneali o addominali anche in assenza di una massa scrotale evidente.

Frequentemente la diagnosi di neoplasia viene posta dopo il riscontro incidentale di una massa non
palpabile, messa in evidenza durante un esame ecografico effettuato per altri motivi (traumi
testicolari, indagini di screening per infertilitd, varicocele, ecc). Tali masse generalmente sono
inferiori ad 1 cm di diametro. Alcuni autori, se la massa riscontrata ¢ inferiore a 5 mm, priva di
vascolarizzazione all’ecodoppler e con markers negativi, consigliano il monitoraggio ecografico
della lesione ogni 3 mesi o il ricorso ad ulteriori tecniche di imaging per la diagnosi differenziale.
La risonanza magnetica (RMN) con somministrazione di gadolinio ¢ spesso utilizzata per dirimere
il quadro clinico nei casi in cui I’ecografia non sia conclusiva. Le immagini acquisite, nelle
sequenze in T1 e T2, sono generalmente sufficienti a fornire una caratterizzazione della lesione
(dimensioni, forma, localizzazione e rapporti con le strutture anatomiche adiacenti, componenti
necrotiche).

La tomografia computerizzata (TC) con mezzo di contrasto iodato trova invece la sua indicazione
nei casi in cui la RMN non sia praticabile (claustrofobia, protesi metalliche) e nella stadiazione
iniziale della patologia, in quanto in grado di identificare con chiarezza la compromissione di
linfonodi retroperitoneali e paraaortici, e le eventuali metastasi epatiche e polmonari.

La tomografia ad emissione di positroni (PET)/TC con somministrazione di '®F-
fluorodesossiglucosio ha indicazioni limitate alla valutazione delle masse residue dopo le terapie e
nella malattia metastatica.

I marcatori sierici come AFP, hCG e LDH sono molto utilizzati come fattore prognostico, nello
staging e come ausilio nella diagnosi. Un loro incremento puod essere indicativo di una neoplasia
testicolare, ma la loro assenza non ¢ in grado di escluderlo. Tuttavia andrebbero sempre eseguiti in
pratica clinica, data la loro utilita nel follow up. Infatti una loro eventuale persistenza o ricomparsa
dopo ’escissione del testicolo indica con certezza la persistenza o la ricomparsa della patologia.

Trattamento chirurgico e stadiazione

I pazienti con massa testicolare sospetta per neoplasia sono candidati all’intervento chirurgico di
orchifunicolectomia effettuata dopo esplorazione inguinale ed esteriorizzazione del testicolo e della
sua tunica, il che ¢ allo stesso tempo un intervento diagnostico, di stadiazione e curativo
limitatamente a piccole lesioni. L'orchiectomia inguinale radicale, usando un’incisione inguinale
con iniziale legatura del funicolo spermatico fino all'anello inguinale interno, riduce al minimo le
recidive locali e la diffusione linfatica anomala. L'orchiectomia trans-scrotale ¢ controindicata,
perché lascia intatto il tratto inguinale del funicolo spermatico (dall'anello esterno all'interno) e
predispone il paziente allo sviluppo di metastasi sulla cute dello scroto ed ai linfonodi inguinali e
pelvici (causate dallo sviluppo di un alterato drenaggio linfatico verso i linfonodi inguinali e
pelvici). Se la diagnosi ¢ dubbia, pud essere effettuata la semplice enucleazione/biopsia della
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lesione per effettuare [’esame istologico che sara poi dirimente per procedere
all’orchifunicolectomia in un secondo tempo in caso di conferma di malignita. In caso di neoplasia
sincrona o metacrona al testicolo controlaterale ¢ accettabile effettuare la semplice enucleazione
della lesione nel tentativo di preservare la funzionalita dell’organo nel paziente monorchide, purché
si rispettino i criteri di radicalita chirurgica.

Il sistema di stadiazione maggiormente utilizzato ¢ il TNM. Inoltre, integrando le informazioni
provenienti dall’esame istologico definitivo (istotipo), dagli studi di imaging (lesioni ripetitive a
distanza e loro localizzazione), andamento dei marcatori tumorali pre e post intervento chirurgico e
pre chemio/radioterapia ¢ possibile categorizzare i pazienti in classi prognostiche (buona,
intermedia e cattiva prognosi).

pT Tumore primitivo

pTx Tumore primitivo non riscontrato

pTO Non evidenza di tumore primitivo

pTis Tumore intratubulare

pT1 Tumore limitato al testicolo e all’epididimo senza invasione vascolare; o tumore con invasione della

tunica albuginea ma non la tunica vaginale

pT2 Tumore limitato al testicolo e all’epididimo con invasione vascolare; o tumore con estensione alla
tunica vaginale

pT3 Tumore invadente il cordone spermatico
pT4 Tumore invadente lo scroto
N
pNx Linfonodi loco-regionali non valutati
pNO Non metastasi linfonodali
pN1 Singola o multiple metastasi linfonodali <2 cm
pN2 Singola o multiple metastasi linfonodali >2 cm e <5 cm
pN3 Singola o multiple metastasi linfonodali > 5 cm
N
Mx Metastasi a distanza non valutate
MO No metastasi a distanza
M1 Metastasi a distanza

Terapia dei tumori testicolari

Attualmente la prognosi dei pazienti con tumore testicolare ¢ notevolmente migliorata. Infatti, nel
1970 la sopravvivenza media di questi pazienti era soltanto del 10%, mentre gia dal 1990 ha
superato il 90%. Questo miglioramento ¢ da attribuire ai notevoli progressi diagnostici e chirurgici
nonché a nuovi protocolli radioterapici e farmacologici a cui i tumori testicolari, sono
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particolarmente sensibili. I diversi istotipi della neoplasia testicolare mostrano differenti risposte in
funzione della terapia. Inoltre, ¢ importante sottolineare che anche quando i1 pazienti presentano
metastasi diffuse alla diagnosi, dovrebbero essere trattati, perché suscettibili di guarigione.

In pazienti affetti da seminoma di stadio I, si rileva la presenza di metastasi subcliniche (soprattutto
retroperitoneali) nel 15-20% dei casi. In caso di massa tumorale <4cm ed assenza di invasione della
rete testis (pazienti a basso rischio) il tasso di recidiva della patologia ¢ di circa il 6%, in caso di
sola sorveglianza. In questa piccola percentuale di pazienti ¢ possibile effettuare chemioterapia o
radioterapia con intento curativo. Nel complesso, questo tipo di approccio, permette di raggiungere
tassi di sopravvivenza del 97-100% in centri specializzati, pur con la necessita di un follow up piu
stingente per almeno 5 anni dall’orchiectomia. Come alternativa ¢ possibile effettuare una terapia
adiuvante con uno o due cicli di carboplatino AUC 7 o con radioterapia alle dosi di 20-24 Gy
focalizzata sui linfonodi paraortici ed iliaci. Entrambe le opzioni riducono ulteriormente i tassi di
recidiva a circa I’1-3%.

Per quanto riguarda i tumori non seminomatosi di stadio I, in oltre il 30% dei casi sono presenti
metastasi subcliniche. Queste causeranno una recidiva in caso di atteggiamento conservativo (solo
orchifunicolectomia e sorveglianza clinica), che potrebbe manifestarsi anche come una massa
addominale di grandi dimensioni, nonostante uno stretto follow up. Circa 4/5 di questi pazienti
avranno una recidiva gia entro il primo anno dall’intervento, il 12% entro il secondo anno ed il 6%
entro il terzo. Per tale motivo, in questi istotipi, viene effettuata una terapia adiuvante a base di
cisplatino, bleomicina ed etoposide, per due o tre cicli complessivi, in grado di abbattere il tasso di
recidive attorno al 3%. La radioterapia non viene presa in considerazione in prima istanza a causa
della ridotta radiosensibilita di questi istotipi. In alcuni casi, soprattutto per esigenze legate a
radicalita chirurgica, viene effettuata la dissezione dei linfonodi retroperitoneali. Questo intervento,
spesso gravato da complicanze, non si ¢ dimostrato superiore alla chemioterapia (PEB), tuttavia in
associazione ad almeno due cicli di PEB ha ridotto i tassi di recidiva ad un livello <2%.

Per quanto riguarda lo stadio avanzato di patologia, il trattamento post orchiectomia ¢ piu intenso.
Mantenendo la differenziazione tra tumori seminomatosi € non, i primi essendo notevolmente piu
radiosensibili sono trattati di preferenza con sedute radioterapiche ad alta dose (30-36 Gy) sul
distretto paraortico ed iliaco ed eventualmente nelle altre sedi di metastasi linfonodali. In alternativa
o in associazione al trattamento radiante, puo essere utilizzata la chemioterapia per ridurre il tasso di
recidiva negli stadi ad alto rischio (IIB). I tumori non seminomatosi, invece, sono generalmente
trattati con tre-quattro cicli di chemioterapia (PEB). Nei casi in cui si riscontrino livelli di markers
tumorali persistentemente elevati, si puo preferire la dissezione dei linfonodi retroperitoneali se,
dopo breve osservazione clinica, le lesioni residue rimangono stabili o risultano in crescita,
riservando un atteggiamento piu conservativo solo nel caso in cui, dopo 6 settimane, gli eventuali
residui non mostrino caratteristiche di malignita.
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INFEZIONI E INFIAMMAZIONI DEL TRATTO
UROGENITALE MASCHILE

INTRODUZIONE
Le infezioni e le inflammazioni del tratto urogenitale
maschile si manifestano con frequenza elevata e
vengono inquadrate in una categoria diagnostica, nota
come male accessory gland infection (MAGI).
Tale categoria focalizza [P’attenzione sullo stato
infettivo e/o infiammatorio delle ghiandole sessuali
accessorie maschili in grado di causare infertilita
maschile.
I meccanismi  patogenetici sono multipli e
comprendono alterazioni organiche (sebbene le sub-
occlusioni e le occlusioni sono rare) e funzionali
(alterato  svuotamento) del sistema  duttale,
anatomicamente posto a diversa distanza dalle stazioni
ghiandolari drenanti in esso.
Le MAGI sembrano interessare 1,6-15% dei pazienti
infertili che si sottopongono al percorso diagnostico per
la valutazione del proprio stato di fertilita.
La relazione fra MAGI e infertilita da fattore maschile
¢, ad oggi, molto forte, in quanto la prima si associa
spesso ad alterazione dei principali parametri
spermatici e a modifiche strutturali e funzionali delle
ghiandole accessorie maschili. Per tale motivo, dunque,
le MAGI rappresentano fra tutte, la causa piu
facilmente identificabile e risolvibile di infertilita
maschile.
A causa della scarsa penetrabilita degli antibiotici a
livello di tale distretto e del loro andamento per lo piu
paucisintomatico, le MAGI vengono  spesso
diagnosticate tardivamente ossia quando il processo
inflammatorio si ¢ esteso, per via retro-canalicolare
ascendente, a una o piu ghiandole sessuali accessorie.
La trasmissione pud avvenire anche per via ematogena,
anche se ci0 avviene raramente.
Per lo stesso motivo, la flogosi tende a cronicizzare e
ad estendersi mono- o bilateralmente causando,
talvolta, serie difficolta per una sua risoluzione
completa;infatti,in  alcuni casi il  processo
inflammatorio pud ostruire il tratto escretorio
prossimale e/o  distale causando  alterazioni
nemaspermiche durante il transito/permanenza degli
spermatozoi a livello delle ghiandole interessate dal
processo infiammatorio.
Quindi,ove possibile ¢ necessario identificare e trattare
precocemente tale patologia al fine di preservare la
fertilita futura.

CLASSIFICAZIONE

Le infiammazioni/infezioni possono interessare
solamente il canale uretrale (uretriti) e/o estendersi alle
ghiandole sessuali accessorie. Sulla base della loro
estensione, le MAGI possono essere distinte in:

o MAGI “non complicate”: prostatiti;

o MAGI  “complicate”:  prostato-vesciculiti,
prostato-vesciculo-epididimiti e  epididimo-
orchiti.

Uretrite

L’uretrite ¢ una patologia infiammatoria a carico
dell’uretra prevalentemente a trasmissione
sessuale(MTS) sostenuta nella maggior parte dei casi
da Chlamydia trachomatis, Mycoplasma hominis,
Ureaplasma urealyticum, Trichomonas vaginalis, altri
germi comuni e miceti.

Le manifestazioni cliniche comprendono bruciore o
sensazione di fastidio a livello uretrale durante la
minzione o [’eiaculazione e, a volte, presenza di
secrezione purulenta; talvolta, 1'uretrite puo decorrere
in maniera asintomatica con la sola presenza di
arrossamento a livello del meato uretrale.

La diagnosi pud essere effettuata mediante tampone
uretrale.

MAGI “non complicate”

Le prostatiti sono processi infiammatori e/o infettivi
localizzati a livello della ghiandola prostatica che
presentano una prevalenza compresa fra il 5% e il
14,2% e che sulla base della durata e delle modalita di
insorgenza possono manifestarsi in forma acuta o
cronica  (persistenza  in  quest’ultimo  caso
dell’inflammazione/infezione per pit di 3 mesi).

Le prostatiti costituiscono solo una parte delle MAGI e
si possono manifestare con sintomi sia di natura
ostruttiva (lower urinary tract sindrome o LUTS) che di
tipo irritativo con o senza infiammazione (flogosi
prostatiche).

I1 ruolo dello spermiogramma nel percorso diagnostico
¢ marginale e viene inserito fra i test opzionali.

La classificazione delle prostatiti piu frequentemente
utilizzata ¢ quella proposta dal National Institutes of
Health (NIH) (Krieger et al. che le suddivide in 4
categorie principali (Tab. 1).

Tabella 1. Classificazione delle prostatiti in base ai
criteri del National Institutes of Health (NIH) (Krieger
et al., 1999).

Categoria | Prostatite acuta batterica (1-5%)

Categoria I1 Prostatite cronica batterica (5-10%)

Categoria III | Prostatite cronica
abatterica/sindrome del dolore
pelvico cronico, suddivisa in:
e IITA: infiammatoria (40-65%)
e IIIB: non infiammatoria (20-
40%)

Categoria IV | Prostatite asintomatica (prostatite
istologica)

La prostatite acuta rappresenta il 5% delle forme di
prostatite e pud manifestarsi con stranguria, dolore
sovrapubico, derivazione urinaria sovrapubica e febbre
e, a volte, richiede I’ospedalizzazione.

Qualsiasi manovra di tipo diagnostico o terapeutico
(massaggio prostatico, cateterizzazione uretrale ¢é
proscritta per il pericolo di disseminazione batterica.
Le altre forme di prostatite sono piu frequenti e, a
differenza di quella acuta, sono asintomatiche o
paucisintomatiche.

La diagnosi in questo caso ¢ resa piu difficile dalla
difficolta nel reperire il germe responsabile e si basa



prevalentemente sulla sintomatologia e sui dati
ecografici

Nella prostatite di categoria IV, la diagnosi ¢
istologica e puo essere di ausilio per ’identificazione
solo I’ecografia transrettale.

Recentemente ¢ stato riportato che i pazienti con
prostatite cronica batterica e sindrome del colon
irritabile hanno con maggiore frequenza segni ¢
sintomi di MAGI rispetto a pazienti con sola prostatite
cronica batterica e che, in tali pazienti, sembrano essere
peggiori i parametri del liquido seminale ¢ la prognosi
riproduttiva .

MAGI “complicate”

Le altre forme di MAGI rappresentate da prostato-
vesciculiti e prostato-vesciculo-epididimiti sono di
maggiore interesse clinico non tanto per la
presentazione clinica, essendo paucisintomatiche o con
sintomatologia sovrapponibile a quella delle sindromi
prostatitiche, quanto per la possibile correlazione di
esse con I’infertilita involontaria di coppia.

Infatti, valutare se il processo infiammatorio ha
coinvolto altre ghiandole sessuali ¢ importante sia per
prevedere la risposta alla terapia medica sia per
correlare 1’estensione della patologia alle alterazioni
seminologiche e,quindi ,alla fertilita del paziente.

Uno studio della letteratura su un campione molto
ampio di coppie infertili riporta un'incidenza del 13,8%
di oligo-asteno-teratozoospermia(OAT) dovuta alla
presenza di MAGI.

Secondo uno studio degli Autori in corso di
pubblicazioni,l'applicazione di addizionali criteri
ecografici nella diagnosi di MAGI consente di
avvertare la seguente loro incidenza nelle coppie
infertili: prostatite: 40.3%;prostato-vesciculite: 27.5% e
prostato-vesciculo-epididimite: 32.2%.

Le vescicoliti sono per lo piu secondarie a prostatiti,
con sequele post-flogistiche organiche e/o funzionali
delle vie escretrici spermatiche distali e sono
accompagnate da un'elevata percentuale di alterazioni
dei parametri seminali.

In Italia,ogni anno i casi di epididimite sono circa
600.000.

Nella fascia di eta 19-35 anni, rappresentano una
sequela di malattie sessualmente trasmesse (Neisseria
gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis o altri germi) o
di malformazioni congenite dell’apparato uro-genitale
(ipospadia, criptorchidismo).

Invece, quando un’epididimite si manifesta in soggetti
di eta >35 anni, essa ¢ la complicanza piu frequente di
prostatite batterica.

Le epididimiti hanno decorso clinico (acuto, subacuto,
cronico) e sintomatologia variabile (da severa a
sfumata);talvolta, esse si manifestano con tumefazione
e dolore scrotale, solitamente  monolaterale,
coinvolgendo anche il testicolo nel processo
infiammatorio (orchi-epididimite).

Anche in questo caso,un esame utile per I’andrologo
risulta I’ecografia del tratto didimo-epididimario che
pud mettere in evidenza alcune delle caratteristiche
strutturali tipiche di MAGI, discusse successivamente.
La prostata, le vescicole seminali e gli epididimi
svolgono azioni fisiologiche importanti sulla riserva

spermatica post-testicolare e il tempo di interazione fra
gli spermatozoi e tali ghiandole determina la gravita
del danno nemaspermico.

MAGI E INFERTILITA’

Meccanismi patogenetici del danno nemaspermico
nelle MAGI

I meccanismi etiopatogenetici con i quali le MAGI
possono causare infertilita sono molteplici e agiscono a
diversi livelli ma tutti hanno come risultato finale un
potenziale danno a livello della cellula nemaspermica.
Il processo infettivo/inflammatorio pud danneggiare lo
spermatozoo in maniera:

. Diretta sia lo spermatozoo maturo che un suo
progenitor;
. Indiretta, alterando il microambiente dove gli

spermatozoi si formano e maturano o impedendo,
a causa della sub-ostruzione del tratto escretorio
prossimale e/o distale, il loro transito verso
I’esterno.

Il danno a livello nemaspermico puo essere a carico dei
parametri convenzionali del liquido seminale (numero,
motilitd e morfologia), ma puo interessare anche altri
parametri di tipo funzionale della cellula stessa.
A tal proposito, gli studi degli ultimi anni hanno
focalizzato D’attenzione sui parametri bio-funzionali
dello spermatozoo, attribuendo ad essi un importante
ruolo, soprattutto quando i parametri del liquido
seminale sono normali in soggetti perd con infertilita
definita idiopatica.
Fra di essi, ricordiamo le alterazioni che si possono
riscontrare a livello della cromatina e/o del DNA
nemaspermico, la funzione mitocondriale, il grado di
apoptosi nemaspermica ¢ la valutazione della reazione
acrosomiale;tali parametri, valutabili con varie
metodiche, forniscono importanti informazioni anche
se, ad oggi, il loro principale limite ¢ la mancanza di
standardizzazione.

La cellula nemaspermica puo essere danneggiata in
maniera diretta da:

3 germi sicuramente patogeni (Gram negativi,
Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum,
ecc.) o prodotti batterici (lipopolisaccaride, ecc.);

. metaboliti tossici prodotti dai microorganismi

(H202, NH; prodotto dall’Ureaplasma
urealyticum);

Leucociti seminali;

Fattori solubili, quali i radicali liberi
dell’ossigeno (ROS) e le citochine.

I ROS, causando stress ossidativo e quindi scatenando
il fenomeno della lipoperossidazione lipidica delle
membrane, alterano i lipidi, le proteine e il DNA
danneggiando quindi la membrana degli spermatozoi e
dei mitocondri, con conseguente alterazione della
motilita, e del DNA nemaspermico 2009.

I ROS possono essere prodotti dai leucociti presenti nel
liquido seminale che aumentano in corso di
inflammazione o di infezione in risposta alla presenza
dei microrganismi e dagli spermatozoi stessi.



Le MAGI,scatenando la risposta inflammatoria, sono
in grado di stimolare la risposta immuno-mediata,
prevalentemente linfocitaria e,quindi,possono avere un
ruolo anche nella formazione di anticorpi anti-
spermatozoo(ASA).

Le citochine sono in grado di modulare e di regolare le
risposte immunitarie ed inflammatorie e di modificare
il comportamento di altre cellule, inducendo nuove

attivita come crescita, differenziazione e apoptosi.
Quelle maggiormente coinvolte nell’infertilita maschile
sono: D’interleuchina (IL)-1, I’'IL-2, I'IL-6, 1’IL-8,
I’interferone-y e il tumor necrosis factor-a (TNF-a).

Il TNF-a si ¢ dimostrata capace di ridurre la motilita
degli spermatozoi e di aumentare la percentuale di
spermatozoi con indici precoci e tardivi di apoptosi in
vitro .

Infine, le MAGI agendo a wvari livelli possono
danneggiare indirettamente gli spermatozoi alterando la
funzione secretoria delle ghiandole sessuali maschili a
livello:

o dell’epididimo dove modificano la produzione
di  oal-glicosidasi,  gliceril-fosforilcolina e
carnitina;

o nelle vescicole seminali modificando la
produzione di fruttosio;

o nella prostata: modificando la produzione di

acido citrico, zinco, fosfatasi acida prostatica e
dell'antigene prostatico(PSA).

MAGI e alterazioni dei parametri del liquido
seminale

I dati in letteratura sulle alterazioni dei parametri
seminali in pazienti con MAGI non sono concordanti.
La maggior parte degli studi sembra riconoscere in tale
categoria diagnostica un importante fattore di rischio di
infertilita maschile in quanto le MAGI, con i
meccanismi sopra elencati, sono in grado di alterare i
parametri del liquido seminale e la “qualita” dello
spermatozoo.
Altri  studi, invece, non riportano differenze
significative a carico dei parametri del liquido seminale
nei pazienti con MAGI rispetto ai controlli.
I parametri del liquido seminale che generalmente si
presentano alterati in corso di MAGI sono:

e la concentrazione nemaspermica;

o la motilita progressiva nemaspermica;

¢ la morfologia nemaspermica.
Pero,le MAGI frequentemente si associano anche
possono  ad alterazioni del pH, del tempo di
liquefazione, I’aumento del numero di leucociti e la
presenza di  macrofagi, spermiofagi, spermio-
aggregazioni, spermio-agglutinazioni e detriti;inoltre,
si puo anche riscontrare un aumento della viscosita del
liquido seminale che permette non solo di identificare
la presenza della patologia in questione ma puod essere
utile quale parametro per il monitoraggio dell’efficacia

Oltre alle alterazioni dei parametri convenzionali del
liquido seminale, sembra che le MAGI siano in grado
di alterare anche alcuni parametri non convenzionali,
quali la funzionalita mitocondriale, I’integrita del DNA

e/o della cromatina e il grado di apoptosi degli
spermatozoi.

Un recente studio della letteratura riporta che le MAGI
aumentano la percentuale di spermatozoi con DNA
frammentato, con basso potenziale di membrana
mitocondriale e in apoptosi, e riducono il numero di
spermatozoi vitali.

Un altro aspetto da prendere in considerazione ¢ il
diverso effetto delle MAGI sui parametri del liquido
seminale in relazione all’estensione del processo
inflammatorio e,quind,i al numero di ghiandole
coinvolte nonché la loro localizzazione mono- o
bilaterale.

A tal riguardo, i pazienti con sola prostatite o con
prostato-vesciculite hanno alterazioni marginali dei
parametri del liquido seminale, mentre il
coinvolgimento flogistico di tutte e tre le ghiandole
sessuali accessorie (prostato-vesciculo-epididimite) ¢
associato ad un piu significativo peggioramento della
concentrazione, della motilita e della morfologia
nemaspermic.

Alcuni studi degli Autori riportano che il quadro
seminale risulta ulteriormente peggiorato (soprattutto la
concentrazione nemaspermica) quando la prostato-
vesciculo-epididimite si estende bilateralmente e che i
pazienti infertili con vescicole seminali ipertrofico-
congestizie presentano una qualitd spermatica migliore,
ma stress ossidativo piu elevato rispetto a pazienti con
vescicole seminali fibrosclerotiche .

SINTOMATOLOGIA DELLE MAGI

La sintomatologia del paziente affetto da MAGI puo
essere indagata attraverso un’anamnesi accurata.
Recentemente,gli Autori hanno messo a punto un
questionario dedicato che con delle domande mirate
mette in risalto i principali sintomi che il paziente con
MAGI potrebbe presentare.

Nel questionario,che ¢ un'intervista strutturata con 30
domande alle quali si puod rispondere con 4 possibili
risposte,  vengono  indagati  quattro  domini
sintomatologici:

a)Minzione: pollachiuria, nicturia, urgenza minzionale,
disuria, stranguria, ecc.;

b)Eiaculazione: dolore/fastidio durante o dopo
I’eiaculazione in sede sovrapubica e/o perineale,
riduzione di volume dell’eiaculato, emospermia, dolore
pelvico cronico, ecc.;

c)Sfera sessuale: riduzione della capacita di
raggiungere /o0 mantenere un grado di rigidita peniena
soddisfacente, eiaculazione precoce o ritardata;
d)Qualita di vita: notevole riduzione della qualita di
vita del paziente .

Un altro recente studio degli Autori riporta che i
pazienti infertili con prostato-vesciculite o prostato-
vesciculo-epididimite presentano punteggi piu elevati
nella compilazione di tali questionari rispetto a pazienti
con sola prostatite e che i pazienti con prostato-
vesciculo-epididimite mostrano punteggi piu alti
relativamente ai domini 2 e 3 rispetto a pazienti con
sola prostato-vesciculite, a testimonianza del fatto che
la maggiore estensione del processo infiammatorio
correli con la sintomatologia .


http://it.wikipedia.org/wiki/Differenziazione

CRITERI DIAGNOSTICI DELLE MAGI

Criteri dell'Organizzazione Mondiale della Sanita(
WHO)
I criteri diagnostici enunciati dalla WHO si basano
sulla storia clinica del paziente, I’esame obiettivo degli
organi genitali maschili,le alterazioni a livello del
secreto prostatico e le alterazioni dei parametri del
liquido seminale.
Secondo i criteri WHO, la diagnosi di MAGI viene
posta in presenza di:

e OAT + 1 fattore Gruppo A + 1 fattore Gruppo B

e OAT + 1 fattore Gruppo A + 1 fattore Gruppo C

e OAT + 1 fattore Gruppo B + 1 fattore Gruppo C

e OAT + 2 fattori Gruppo C

Le caratteristiche di ogni singolo gruppo sono elencate
nella Tab. 2.

Tabella 2. Caratteristiche cliniche e laboratoristiche
dei tre gruppi di fattori utili per la diagnosi di MAGI
secondo i criteri della WHO
Gruppo A
Storia clinica positiva per:
e Infezioni urinarie
o Epididimiti
e Malattie sessualmente trasmissibili
Esame obiettivo positivo per alterato volume e
consistenza :
e Testicolare
e Epididimo-deferenziale
e Prostato-vescicolare
Gruppo B
Analisi del secreto prostatico o della prima frazione
urinaria dopo massaggio prostatico, con presenza di:
e Leucociti >10 (40X)
e Germi 10 volte maggiore vs. il primo mitto
Gruppo C
Segni infiammatori dell’eiaculato
e Leucociti >1x10%ml
e Spermiocoltura significativa (>10° cfu/ml)
o Alterate proprieta chimico-fisiche

Criteri ecografici
La descrizione ecografica dei pazienti con MAGI nasce
dall’esigenza di valutare per prima cosa il
coinvolgimento e successivamente 1’estensione (mono-
e bilaterale) delle ghiandole sessuali accessorie
maschili nel processo flogistico.
A tale scopo, di ausilio sono l’ecografia didimo-
epididimaria e l'ecografia prostato-vescicolare per via
transrettale.
Utilizzando criteri ecografici ben codificati € possibile
valutare le caratteristiche morfostrutturali indicative
della presenza del processo flogistico a livello della
prostata, delle vescicole seminali e dell’epididimo.
La diagnosi ecografica di prostatite cronica puo essere
posta quando sono presenti due o piu dei seguenti
segni:

e Asimmetria ghiandolare;

e Aree di ipoecogenicita;

e Aree di iperecogenicitd associate ad aree di
calcificazioni;

¢ Dilatazione del plesso venoso periprostatico.

La diagnosi ecografica di vesciculite cronica pud
essere posta quando sono presenti due o piu dei
seguenti segni:

e Incremento mono- o bilaterale del diametro
antero-posteriore (DAP) delle vesciole seminali
(>14 mm);

e Asimmetria fra i diversi DAP con una differenza
>2.5 mm fra una vescicola seminale e la
controlaterale (7-14 mm);

e DAP ridotto in almeno una vescicola seminale
(<7 mm);

e Presenza di epitelio ghiandolare aumentato di
consistenza e/o calcifico;

e Presenza di aree policicliche separate da setti
iperecogeni in una o entrambe le vescicole
seminali.

Inoltre, I’esame ecografico permette di identificare una
variante flogistica delle vescicole seminali (forma
ipertrofico-congestizia) o sclerotica (forma sclero-
atrofica) utile per predire la risposta alla terapia
medica, che ¢ migliore nella prima forma rispetto alla
seconda .

La diagnosi ecografica di epididimite cronica puo
essere posta quando sono presenti due o piu dei
seguenti segni:

e Aumento della testa di uno o di entrambi gli
epididimi (>12 mm);

e Aumento della coda di uno o di entrambi gli
epididimi (>6 mm);

e Presenza monolaterale o bilaterale di microcisti
all’interno della testa o della coda dell’epididimo;

e Ipo- o iperecogenicita dell’epididimo stesso;

e Presenza di idrocele mono o bilaterale-

Nel sospetto di MAGI, ¢ dunque necessario seguire
un appropriato iter diagnostico come riportato in Fig. 1.

Figura 1. Flow-chart dell’iter diagnostico delle MAGL
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Il varicocele

Epidemiologia

Il varicocele rappresenta, anche in considerazione della sua elevata prevalenza, un importante fattore di
rischio di infertilita maschile. Il varicocele e definito come un’abnorme dilatazione delle vene del plesso
pampiniforme associata a reflusso venoso ed e presente in circa il 15% della popolazione maschile e in circa
il 40% degli uomini infertili. Nella maggior parte dei casi (78-93%) interessa I’emiscroto sinistro, meno
frequentemente interessa I’emiscroto destro e raramente ¢ bilaterale.

Oltre al varicocele riscontrato negli uomini adulti in seguito agli approfondimenti per infertilita, la diagnosi
e il trattamento del varicocele, per la possibile influenza sulla futura fertilita del paziente, costituiscono uno
degli argomenti pil interessanti e dibattuti in ambito andrologico pediatrico. Infatti, il varicocele, raro in
ragazzi di eta inferiore ai 10 anni (Tanner I: 0-3%), tende ad aumentare di frequenza in eta compresa tra i
10 e i 14 anni (Tanner 2-4: 3-7%) per raggiungere poi la prevalenza del 15%, sovrapponibile a quella
dell’adulto, in eta superiore ai 15 anni (Tanner 5), suggerendo la natura progressiva della patologia.

Eziologia

Considerando la predominanza del varicocele sinistro e I'anatomia della vena spermatica sinistra sono state
postulate diverse teorie per spiegare I'eziologia del varicocele: I'incompetenza del sistema valvolare
venoso, la differente pressione idrostatica lungo la vena spermatica sinistra, piu lunga della destra, I'effetto
“schiaccianoci” dato dallo schiacciamento della vena renale nel compasso aorta mesenterico e I'incremento
del flusso arterioso testicolare durante la puberta che, superando la capacita venosa, ne determinerebbe
I'ectasia.

Fisiopatologia del danno testicolare

I meccanismo con cui il varicocele pud indurre un danno testicolare non & ancora del tutto chiaro e
soprattutto il problema principale che non ha ancora trovato piene spiegazioni € perché il varicocele abbia
un effetto dannoso sulla spermatogenesi solo in alcuni uomini e non in altri. Di conseguenza non c’é
accordo in letteratura su quali pazienti con varicocele trattare e quali invece seguire nel tempo ed, inoltre,
su quali siano i parametri migliori da considerare per tale decisione (29).

Numerosi sono i meccanismi fisiopatologici ipotizzati quali causa del danno testicolare: ipossia e occlusione
dei piccoli vasi, dovuti alla stasi venosa, con conseguente disfunzione delle cellule germinali e del Leydig,
ipertermia scrotale e testicolare, disfunzioni ormonali (ridotta secrezione di gonadotropine e androgeni),
reflusso di metaboliti renali e surrenalici lungo la vena spermatica, autoimmunita, stress ossidativo,
alterazioni della lamina propria e matrice extracellulare dell’epitelio germinale, apoptosi, aumentata
secrezione di Ossido Nitrico (NO) lungo la vena spermatica ectasica. In generale, I'aumento della pressione
idrostatica nel sistema di drenaggio venoso testicolare (27-28) sembra svolgere il ruolo centrale, che in
cronico determina ristagno di sangue con ipossia parenchimale e quindi atrofia e fibrosi dell’organo (26).
Infatti nel testicolo il flusso ematico & possibile solo in direzione della pressione negativa, percio, quando la
pressione idrostatica del sistema venoso di drenaggio supera la pressione del microcircolo arteriolare
intratesticolare (18-20 mmHg), compare ristagno venoso a livello scrotale con una relativa ipossia del
parenchima testicolare. Lo stato ipossico-ischemico che si viene a creare determina quindi un’alterazione a
carico dei tubuli seminiferi, delle cellule del Sertoli e delle cellule germinali responsabili dei quadri di lieve,
moderata o grave oligoastenoteratozoospermia associati al varicocele. L’esito finale, se mantenuto nel
corso degli anni, determina la comparsa di ipotrofia testicolare mono- o bilaterale (16).

In realta tali alterazioni non compaiono in tutti i soggetti affetti da varicocele, ma solo in alcuni di essi. In un
recente lavoro sono stati studiati i flussi vascolari intratesticolari di soggetti affetti da varicocele sinistro
mediante mezzo di contrasto gassoso ed e stato individuato che il tempo di transito medio del mezzo nel



testicolo sinistro di tali soggetti rappresenta un parametro predittivo indipendente di oligozoospermia,
suggerendo un possibile ruolo del varicocele sinistro, in assenza di altri fattori di rischio di infertilita, nelle
alterazioni del microcircolo intratesticolare e quindi dei parametri seminali (30).

Diagnosi

Il varicocele puo essere individuato attraverso I'esame clinico o, in modo molto pil accurato per lo studio
della fertilita, con la valutazione EcoColorDoppler.

Poiché il varicocele & asintomatico nella maggior parte dei soggetti, la diagnosi viene posta generalmente in
seguito agli approfondimenti relativi alla infertilita o durante visite mediche effettuate per altri motivi.
Saltuariamente il sospetto viene dal paziente stesso con I'autopalpazione. Piu raramente (<5% dei casi) il
paziente riferisce senso di peso o algie scrotali, accentuate dalla permanenza in ortostatismo o dall’ attivita
sportiva prolungata, che tendono a regredire con il riposo o il clinostatismo.

L’esame obiettivo deve essere svolto in clinostatismo, per valutare la posizione e le dimensioni delle gonadi
e successivamente in ortostatismo a riposo e durante manovra del Valsalva per riuscire a rilevare anche
varicoceli di piccole dimensioni. Il varicocele viene apprezzato come un plesso di vene, con consistenza simil
“sacca di vermi”, adiacente al testicolo che tende a decomprimersi con il clinostatismo.

Sulla base dell’esame obiettivo il varicocele viene graduato mediante la classificazione di Dubin e Amelar in:

— Grado 0: Varicocele subclinico (non rilevabile mediante esame obiettivo ma rilevato mediante
esame ecografico o venografico)

— Grado I: Varicocele piccolo, rilevabile solamente durante manovra di Valsalva in ortostatismo

— Grado II: Varicocele moderato, rilevabile anche senza manovra di Valsalva

— Grado lll: Varicocele voluminoso, rilevabile anche all’ispezione scrotale

Parametro morfologico importante che puo orientare la gestione clinica sia dell’adulto e soprattutto
dell’adolescente con varicocele ¢ il volume testicolare. Durante la preadolescenza infatti, il volume
testicolare rimane costante, mentre, con l'inizio della puberta, si assiste ad un rapido incremento della
volumetria testicolare che anticipa i cambiamenti fenotipici caratteristici di questa eta. Nell’adolescente, la
rapida crescita volumetrica dei testicoli in eta compresa tra gli 11 e i 16 anni, puo essere influenzata
negativamente dalla presenza del varicocele determinando un’asimmetria tra le due gonadi. Il volume
testicolare deve quindi essere sempre valutato durante la visita ambulatoriale mediante I'utilizzo di un
orchidometro di Prader o mediante un’ecografia scrotale che ha una maggior sensibilita nell’individuare e
guantificare differenza volumetriche tra le due gonadi tanto da essere consigliata annualmente in
adolescenti con varicocele.

La valutazione EcoColorDoppler scrotale del soggetto infertile affetto da varicocele deve prevedere: la
valutazione della volumetria, ecostruttura e vascolarizzazione del parenchima testicolare ed epididimale, la
valutazione della presenza di ectasie venose, di reflussi venosi patologici e la loro estensione endoscrotale.

Lo studio viene effettuato dapprima in clinostatismo e successivamente in ortostatismo. La valutazione B-
Mode permette dirilevare la presenza di vasi venosi ectasici (diametro > 3mm) lungo il canale inguinale o
all'interno della sacca scrotale, mentre I'indagine colordoppler (ECD) fornisce informazioni sulla presenza o
meno di un reflusso e se quest’ultimo & presente in condizioni basali e/o dopo aumento della pressione
endoaddominale (manovra di Valsalva). A tal fine, dopo aver studiato la regione peritesticolare in
condizioni basali, si invita il paziente ad eseguire un ponzamento progressivo, non brusco ed un reflusso
viene considerato patologico quando si prolunga per oltre due secondi. Reflussi di minore durata, se la
manovra di Valsalva e eseguita correttamente, sono considerati non patologici.



Se lo studio in B-Mode non rileva varicosita peritesticolari, si dovra indagare la regione funicolare
sovratesticolare con le stesse modalita descritte in precedenza (17).

Quando non siano visibili vasi dilatati anche in questa sede e I'ECD non percepisca segnali, si passera
all’esame del funicolo all’emergenza scrotale. Per essere sicuri di aver localizzato il funicolo, con la sonda
puntata verso I'anello inguinale superficiale, si centra I'arteria testicolare e si invita il paziente ad eseguire
la manovra di Valsalva evidenziando la presenza o meno di reflusso prolungato. Naturalmente dopo aver
esplorato il plesso pampiniforme sinistro, anche in caso di reperti negativi, andra esaminato anche il plesso
pampiniforme controlaterale con le medesime modalita.

Sulla base dei reperti ottenuti mediante le suddette procedure possiamo ottenere informazioni sulla
presenza o meno di varicocele, sull’entita e localizzazione dei reflussi venosi patologici (Fig. 20) e
sull’eventuale sofferenza testicolare.

La classificazione ecografica che, a nostro parere, sembra pit completa per la definizione del varicocele e la
sua influenza sulla fertilita, € quella introdotta da Sarteschi e coll. (17):

— Grado 1: non si osservano varicosita in B-mode. L’ECD, con sonda posizionata all’emergenza
scrotale, evidenzia un prolungato reflusso venoso.

— Grado 2: si osservano piccole varicosita posteriori, spesso accompagnate da un tronco venoso
rettilineo ventrale, che pero non scendono al di sotto del livello del polo superiore del testicolo. Le
varicosita incrementano di diametro in maniera piu o meno apprezzabile con la manovra di Valsalva
eseguita in B-Mode. Lo studio con ECD rivela la presenza di reflusso venoso nella regione
sovratesticolare.

— Grado 3:in ortostatismo i vasi venosi si dilatano prontamente durante manovra di Valsalva in B-
Mode, raggiungendo il polo inferiore del testicolo. L'ECD non evidenzia reflusso in condizioni basali
ma dimostra reflussi prolungati durante manovra di Valsalva.

— Grado 4: i vasi venosi del funicolo appaiono dilatati in B-Mode a livello funicolare peritesticolare; la
manovra di Valsalva determina un ulteriore allargamento dei calibri venosi. Lo studio ECD
documenta presenza di reflussi patologici gia in condizioni basali, incrementabili durante manovra
di Valsalva. Spesso puo essere presente ipotrofia del testicolo omolaterale.

-~ Grado 5: i vasi venosi appaiono estremamente dilatati in B-Mode a livello funicolare e
peritesticolare, talvolta in maniera abnorme. La manovra di Valsalva determina aumento del calibro
venoso. L'ECD dimostra un reflusso patologico presente in condizioni basali che comunque non
incrementa o incrementa pochissimo durante I'esecuzione delle manovre funzionali. Talvolta
possono essere presenti varici intratesticolari. Puo, inoltre, coesistere ipotrofia del testicolo
omolaterale.

Figura 20. A) Valutazione diametro plesso pampiniforme, B) valutazione Doppler con riscontro di reflusso di base
accentuato dalla manovra del Valsalva. C) riscontro di reflusso con esame Color che si estende in regione
intratesticolare.




Nel caso di rilievo di varicocele monolaterale destro & necessario studiare la presenza di reflusso venoso nel
corrispondente canale inguinale. Infatti se si dimostrano in questa sede vasi venosi con segnali di reflusso, &
possibile escludere che il varicocele destro sia sostenuto da collaterali prepubiche o transrettali.

Nel sospetto clinico di varicocele secondario, € necessario affrontare lo studio ecografico delle logge renali,
del fegato e del retroperitoneo nella ricerca di cause ostruttive venose, congenite o acquisite (17).

Prevenzione dell’infertilita associata a varicocele: gestione clinica degli adolescenti con varicocele

Nell’adulto la gestione clinica del varicocele & finalizzata a preservare la fertilita. Per gli adolescenti € invece
finalizzata alla conservazione del potenziale di fertilita che, a differenza degli adulti, & sconosciuto al
momento della diagnosi. Poiché I’'80% degli adolescenti con varicocele in eta adulta sara fertile & necessario
un approccio selettivo alla terapia scleroembolica o chirurgica.

A tal proposito vari studi hanno cercato di caratterizzare la progressione clinica del varicocele
nell’adolescente e di individuare dei parametri che permettano di identificare i pazienti che possono trarre
beneficio dal trattamento del varicocele. In particolare si e valutata I'influenza del grado del varicocele,
I"'asimmetria testicolare e, pill recentemente i parametri seminali.

In letteratura I'importanza del grado del varicocele & controverso per la presenza di alcuni vecchi studi che
mettevano in correlazione il grado del varicocele con la presenza di una maggior asimmetria testicolare. Un
recente studio del Children Hospital di Boston ha tuttavia riscontrato che il grado del varicocele e
I"'asimmetria testicolare sono due variabili indipendenti. Questo dato viene avvalorato da uno studio in cui
si & dimostrato che non vi sono differenze nei parametri seminali in adolescenti con varicocele di ll e lll
grado.

Attualmente possiamo quindi affermare che I'alto grado del varicocele, da solo, non € un’indicazione al
trattamento del varicocele.



Storicamente negli adolescenti con varicocele, in mancanza di parametri oggettivi per valutare la fertilita
come nell’adulto (esame del liquido seminale), I'asimmetria testicolare rappresenta la principale variabile
per dare indicazione al trattamento del varicocele. Tuttavia recenti studi hanno dimostrato che seguendo
nel tempo i soggetti con asimmetria testicolare negli anni successivi si puo assistere ad una riduzione o ad
una accentuazione di tale parametro.

Sulla base di questi studi & auspicabile che il paziente venga osservato per almeno un anno prima di
eseguire l'intervento poiché si puo rilevare una riduzione spontanea dell’asimmetria testicolare.

Il grado di asimmetria che deve essere considerato di significato fisiologico & stato materia di dibattito per
parecchi anni. Un recente studio del Children Hospital di Boston ha correlato, in adolescenti in stadio V di
Tanner, il grado di asimmetria con la motilita spermatica osservando che in ragazzi con grado di asimmetria
superiore al 20% il 59% aveva problemi di motilita spermatica mentre nei soggetti con grado di asimmetria
compreso tra il 10 e 20% solo I'11% aveva un’alterazione della motilita spermatica.

Come conseguenza si ritiene che in adolescenti in stadio Tanner I-1V, la presenza di un’asimmetria
testicolare superiore al 20% che permane per piu di un anno, sia una condizione sufficiente per consigliare
il trattamento del varicocele.

Tuttavia, malgrado la presenza di un’asimmetria testicolare superiore al 20% possa servire come markers di
una potenziale alterazione del liquido seminale, se possibile, &€ sempre preferibile valutare lo
spermiogramma prima di trattare il varicocele in quanto la presenza di un normale spermiogramma
giustifica un approccio osservazionale.

Tale atteggiamento viene giustificato poiché in letteratura non vi & evidenza che nell’adolescente,
posticipare di alcuni anni il trattamento del varicocele, possa determinare un peggior recupero funzionale.

L’aumentata utilizzo dell’EcoColorDoppler scrotale per valutare la presenza del varicocele e di altre
patologie scrotali ha determinato un maggior riscontro di varicocele subclinico (non palpabile ma rilevabile
ecograficamente). Nell’adolescente con varicocele subclinico si consiglia valutazione annuale in quanto nel
28% dei casi puo evolvere in varicocele clinicamente apprezzabile ed influenzare la potenziale fertilita del
paziente.

Infine, se alla valutazione clinica e all’esame EcoColorDoppler scrotale, si rilevano segni di una
endocrinopatia e/o uno sviluppo testicolare bilateralmente ridotto per I'eta sara necessario eseguire un
dosaggio ematico dell’LH, dell’FSH, del Testosterone, dell’Estradiolo e della Prolattina.



Fattori di rischio genetici di infertilita maschile

Epidemiologia

Le alterazioni genetiche rappresentano un rilevante fattore di rischio per l'infertilita maschile. In
circa il 15% dei soggetti maschi infertili & possibile individuare un’anomalia genetica responsabile della
compromissione della funzione riproduttiva. Tale valore € una sottostima della reale quota di pazienti
infertili per causa genetica se si considera, come oramai € accordo, che vi siano fattori genetici ad oggi non
noti anche alla base della maggior parte dei casi di infertilita idiopatica. Si stima una tendenza all’'aumento
della prevalenza dell’infertilita maschile genetica nelle future generazioni, considerato che il soggetto
infertile da causa genetica, superando il proprio limite alla procreazione fisiologica grazie alla fecondazione
assistita, rischia di trasmettere determinate anomalie genetiche alla prole.

Eziologia

Esistono molteplici condizioni genetiche motivo di infertilita nel sesso maschile, che spaziano dai
piu frequenti quadri clinici di infertilita isolata ai piu rari quadri sindromici complessi nei quali sussistono
segni e sintomi ulteriori rispetto alle problematiche riproduttive.

Le basi genetiche dell’infertilita maschile sono eterogenee e vedono coinvolti interi cromosomi
(alterazioni di numero o di struttura dei cromosomi) o parte di essi (disturbi genomici da microdelezione),
singoli geni (malattie mendeliane da mutazioni puntiformi), il DNA mitocondriale (mtDNA), il concomitare
di molteplici mutazioni genetiche di predisposizione nelle infertilita da meccanismo genetico
multifattoriale.

La differente eziologia molecolare di ciascuna infertilita genetica condiziona un diverso rischio
riproduttivo per il soggetto che superi - mediante il ricorso alla fecondazione assistita - il proprio limite alla
procreazione.

Le anomalie genetiche suddette sono da intendersi come costituzionali, vale a dire presenti nel
genoma di ciascuna cellula dei diversi tessuti del soggetto affetto, incluso il DNA degli spermatozoi. Cio
comporta che siano difetti trasmissibili alla prole (con modalita dipendenti dal tipo di ereditarieta del
singolo difetto) e che siano facilmente indagabili dal DNA dei linfociti del sangue periferico.

La maggior parte dei casi & secondaria ad alterazioni a carico dei cromosomi sessuali
(generalmente variazioni di numero, ovvero le aneuploidie dei cromosomi X ed Y) o degli autosomi (in
genere alterazioni della struttura dei cromosomi dall’l al 22), seguono le microdelezioni del braccio lungo
del cromosoma Y e in ultimo le alterazioni a singolo gene, tra le quali sono piu comuni le mutazioni del gene
CFTR. Le altre anomalie genetiche motivo di infertilita maschile sono sicuramente pil rare, consistono per
lo pit in mutazioni puntiformi di geni specifici, presentano trasmissione mendeliana e quadri clinici piu
complessi rispetto alle infertilita isolate.

Le aneuploidie cromosomiche possono essere individuate anche nelle cellule germinali di soggetti
infertili non per causa genetica, in tal caso I'alterazione riguarda esclusivamente il DNA degli spermatozoi e
non & costituzionalmente presente in tutti gli altri tessuti del soggetto. Alla pari, sono confinate
esclusivamente alle cellule germinali le anomalie della metilazione associate ad infertilita (come la
metilazione aberrante del gene H19).

Tabella 1. Cause genetiche piu frequenti di infertilita maschile
Alterazioni cromosomiche (omogenee o in mosaico)
Cromosomi sessuali
47,XXY (sindrome di Klinefelter)
47,XYY e altre aneuploidie YY
Maschi 46,XX e 45,X
Alterazioni strutturali del cromosoma Y
Delezioni
Y ring




Isocromosomi
Inversioni
Traslocazioni
Autosomi
Traslocazioni (Robertsoniane, reciproche)
Inversioni
Altre alterazioni strutturali
Sindromi cliniche
Trisomia 21
Duplicazioni e delezioni parziali
Mutazioni geniche
Y-linked
Microdelezioni Yq
X-linked
Sindrome di Kallmann
Sindrome da insensibilita agli androgeni (gene AR)
Autosomi
Cause genetiche rare di infertilita maschile: v. tab.2
Sindromi genetiche complesse in cui l'infertilita € una manifestazione minore: v. tab.2
Condizioni genetiche in cui I'infertilita € la manifestazione principale:
CFTR
Geni per FSH-beta, LH-beta, FSHR, LHR

Tabella 2. Esempi di cause genetiche rare di infertilita maschile o sindromi in cui I'infertilita € una manifestazione
minore

Distrofia miotonica
Rene policistico autosomico dominante (gene PKD1)
Anemia di Fanconi
Beta talassemia
Anemia Falciforme
Deficit enzimatici (es. 21 idrossilasi, aromatasi, 5 alfa reduttasi, etc.)
Difetti genetici della biosintesi, del metabolismo e dell’azione degli steroidi
Ipogonadismi genetici, difetti ipofisari e delle gonadotropine
Atassia cerebellare con ipogonadismo ipogonadotropo
Mutazioni dei geni DNAI1, DNAH5, DNAH11 (Sindrome di Kartagener o discinesia ciliare primitiva o astenozoospermia)
Malattie da accumulo (es. Emocromatosi, etc.)
Mutazioni gene CATSPER1 (11q13.1)
Sindrome genetiche da ipoacusia-infertilita, es.:
- Delezione 15q15.3 (sindrome da geni contigui STRC e CATSPER2)
- Sindrome di Usher
Sindromi genetiche associate a determinazione e sviluppo del sesso:
- NR5A1/SF1 (disgenesia gonadica parziale 46, XY “pseudoermafroditismo”)
- SOX9, SRY, NROB1/DAX1 (disgenesia gonadica parziale 46, XY “reversione sessuale”)
- WT1 (sindrome di Denys-Drash)
- SRD5A, SRD5A2 (ipospadia pseudo vaginale perineo scrotale)
- AMH, AMHR (sindrome da persistenza dei dotti mulleriani)
- STAR, CYP21, TDD, CYP17 (biosintesi degli steroidi)
Sindromi genetiche polimalformative senza disabilita intellettiva, es.:
- Sindrome di Noonan (gene PTPN11)
- Sindrome di Prune-Belly (gene CHRM3)
- Sindrome di Beckwith-Wiedemann (11p15.5)
Sindromi genetiche polimalformative con disabilita intellettiva, es.:
- Sindrome di Bardet-Biedl (gene BBS1)
- Sindrome di Prader-Willi (15q11.2)




Alterazioni cromosomiche

Le anomalie cromosomiche nella popolazione dei maschi infertili hanno una prevalenza che varia
tra il 2 e I’'8%, significativamente superiore alla prevalenza delle anomalie cromosomiche alla nascita nella
popolazione generale, stimata tra lo 0.5 e lo 0.7% (circa 1:150 individui). Nelle coppie che si sottopongono a
PMA le anomalie cromosomiche sono pil frequentemente riscontrate nel partner maschile (2% delle ICSI).
Nella sottopopolazione dei maschi azoospermici la prevalenza di anomalie cromosomiche raggiunge il 15%,
I’'aneuploidia 47, XXY (Sindrome di Klinefelter) & quella maggiormente rappresentata (circa il 10% dei
maschi con azoospermia non ostruttiva) ed in generale sono pil frequenti le anomalie di tipo numerico a
carico dei cromosomi sessuali. Anche I'aneuploidia XYY pud condizionare un certo grado di compromissione
della fertilita, difficile da quantificare. Si noti che, a differenza delle trisomie autosomiche T13, T18,T21 piu
frequentemente ereditate per via materna e legate all’eta materna, le trisomie dei cromosomi sessuali
47,XXY e 47,XYY e le alterazioni strutturali sono ereditate soprattutto per via paterna.

Nei maschi infertili si possono riscontrare anche diverse anomalie strutturali degli autosomi, che
includono le traslocazioni Robertsoniane e traslocazioni reciproche, inversioni, duplicazioni e delezioni
cromosomiche.

Anche i soggetti infertili apparentemente normozoospermici possono presentare alterazioni
cromosomiche, con un’incidenza variabile tra I'l e il 3%, prevalentemente aneuploidie dei cromosomi
sessuali (per esempio 47,XXY e mosaicismi) e anomalie strutturali bilanciate.

Le anomalie cromosomiche strutturali, oltre ad essere un’importante causa di infertilita maschile,
poiché le rotture cromosomiche possono localizzarsi in corrispondenza di geni per la spermatogenesi o
possono determinare un “effetto posizione” su geni funzionalmente importanti per la spermatogenesi,
aumentano il rischio di esiti avversi della gravidanza, rappresentando la pil comune causa genetica di
aborti spontanei ripetuti e aumentando il rischio di nati morti e di trasmissione di anomalie cromosomiche
alla prole, a causa della produzione di un numero piu alto di spermatozoi con corredo genetico sbilanciato.

Gli studi piu recenti in tema di rapporti tra citogenetica e infertilita maschile hanno permesso di
chiarire alcuni concetti e di rivedere certi luoghi comuni, tra i quali € opportuno sottolineare:

- L'aneuploidia 47,XXY, sindrome di Klinefelter, non si associa obbligatoriamente a sterilita. Circa il
10% di questi soggetti presenta spermatozoi nell’eiaculato e nel 30-50% dei casi sono presenti
focolai di spermatogenesi intratesticolare. Tali percentuali sono maggiori nelle forme in
mosaicismo. In questi casi possono essere prodotti gameti normali, ma esiste un rischio
significativamente aumentato di formare gameti aneuploidi. Questo aumento del rischio deve
essere chiarito prima che il paziente sia avviato ad un programma ICSI.

- Gli ESAC Extra Satellite marker Chromosomes possono comportare una ridotta fertilita, non sempre
guantificabile preventivamente.

- Solo alcune traslocazioni cromosomiche causano infertilita. In generale gli eterozigoti per queste
anomalie producono una percentuale di gameti a corredo shilanciato superiore a quello dei maschi
a cariotipo normale. In alcuni casi i gameti sbilanciati sono sottoposti a selezione pre-zigotica nel
concepimento naturale, meccanismo che puo venir meno con le tecniche di fecondazione assistita.

- Il riscontro di mosaicismo per un’anomalia cromosomica non consente di stabilire univoche
correlazioni genotipo-fenotipo.

- | rapporti tra alcuni eteromorfismi (variazioni nelle dimensioni e nella posizione delle regioni
eterocromatiniche pericentromeriche, variazioni nelle dimensioni della regione eterocromatinica
del braccio lungo del cromosoma Y, variazioni nella regione dei satelliti, etc.) e I'infertilita hanno
solo un fondamento aneddotico e, di fatto, queste alterazioni non costituiscono di regola un
meccanismo di infertilita.

Microdelezioni del braccio lungo del cromosoma Y

La piu frequente causa genetica di infertilita maschile grave e rappresentata dalle microdelezioni

del braccio lungo del cromosoma Y, la cui prevalenza nei soggetti infertili € stimata attorno al 10%. Le
delezioni de novo Yq sono una delle piu frequenti anomalie cromosomiche nell’'uomo, si stabiliscono a



causa di eventi di ricombinazione intracromosomica tra lunghi tratti di sequenze altamente ripetute di DNA
nel corso della meiosi o nelle fasi precoci di sviluppo prima dell’'impianto. Le microdelezioni Yg sono
alterazioni destinate a trasmettersi ai maschi delle future generazioni, considerato che ogni figlio maschio
generato grazie all’ausilio della fecondazione assistita ereditera dal padre il cromosoma Y alterato.

Nella regione Yq si riconoscono tre loci, noti come “azoospermia factors” AZF a, b e c, all'interno dei
quali mappano diversi geni. Le delezioni coinvolgono piu frequentemente la regione AZF c (circa il 70% dei
casi), seguono la AZF b (circa il 15%) e la AZF a (circa il 5%). Il corrispettivo clinico delle microdelezioni Yq e
rappresentato da una grave testicolopatia che si esprime con azoospermia non ostruttiva o con quadri di
grave oligozoospermia (<5 milioni di spermatozoi/ml). Molto raramente si riscontrano microdelezioni nei
soggetti con numero di spermatozoi > 5 mil sperm/ml, e non sono mai state individuate in soggetti
normozoospermici.

Le delezioni complete AZFa, AZFb, AZFbc o AZFabc sono generalmente incompatibili con la
produzione spermatica. In particolare, le delezioni dell’intera regione AZFa comportano invariabilmente la
sindrome delle sole cellule del Sertoli (SCOS), con diagnosi di azoospermia e virtuale impossibilita al
recupero di spermatozoi per eseguire ICSI. Alle delezioni complete AZFb e AZFbc corrisponde un aspetto
istologico di SCOS o di arresto spermatogenetico, in pochissimi casi & stata riscontrata
cripto/oligozoospermia. La spiegazione biologica del fenotipo inusuale resta non chiara, potrebbero
incidere sia il diverso background genetico, che fattori ambientali, che differenze nell’esatta estensione
delle delezioni. Delezioni pil piccole possono ad esempio permettere la conservazione di geni siti in AZFb,
(come XKRY, CDY2 e HSFY). E stato proposto percido che il fenotipo sia pilu grave in caso di completa
rimozione della regione AZFb e che, salvo rarissime eccezioni riportate in letteratura, la diagnosi di
delezione completa di AZFb e AZFbc implichi impossibilita al recupero di spermatozoi testicolari anche con
micro-TESE. Le delezioni della regione AZFc, contenente il gene DAZ, si associano invece a fenotipo clinico e
istologico variabile e sono in generale compatibili con un certo grado di spermatogenesi residua; sono state
individuate anche in uomini con oligozoospermia grave e, in rari casi, sono state trasmesse alla prole con
fecondazione spontanea. C’'é un 50% di possibilita per i soggetti con delezione AZFc di recuperare
spermatozoi mediante TESE e possono concepire con ICSI.

In caso di trasmissione della microdelezione Yq alla prole, non essendoci dunque una stretta
correlazione genotipo-fenotipo, non & possibile esprimersi circa il fenotipo riproduttivo da attendersi nel
figlio (se azoospermia o se oligozoospermia grave). E pertanto consigliato eseguire uno spermiogramma al
figlio in eta precoce (16-18 anni) per poter procedere con eventuale terapia medica o crioconservazione
degli spermatozoi, informando della possibilita che la microdelezione eserciti un danno alla spermatogenesi
progressivo nel tempo.

Nei pazienti con microdelezioni Yq viene segnalata un’aumentata incidenza di aneuploidie
spermatiche, con incremento teoricamente del rischio abortivo e maggior probabilita di generare prole
45,X0 (Sindrome di Turner) e 47,XXY (Sindrome di Klinefelter).

L’analisi molecolare delle microdelezioni dell’Yq dovrebbe far parte dell’iter diagnostico dei pazienti
con azoospermia non ostruttiva e dei pazienti con grave oligozoospermia (concentrazione spermatica <5-10
mil/ml). E consigliabile ad ogni modo eseguirla quando questi pazienti si sottopongano ad ICSI, come
suggerito dalle linee guida internazionali e dalle linee guida 2008 della legge 40. Non c’é al contrario
indicazione al test in soggetti con piu di 5-10 milioni di spermatozoi/ml. In assenza di una corretta selezione
clinica dei pazienti da sottoporre al test, la detection rate della ricerca di microdelezione Yq si riduce dal
10% all’1-2% circa.

Mutazioni monogeniche: gene CFTR

L'agenesia bilaterale dei vasi deferenti (CBAVD)é una condizione che comporta infertilita per
ostruzione meccanica delle vie seminalie riconosce una natura genetica nell’alterazione del gene CFTR nel
70-80% dei casi. Il gene coinvolto € il medesimo gene responsabile della fibrosi cistica (FC) e il quadro
clinico di CBAVD in questi pazienti rappresentauna forma lieve o incompleta di mucoviscidosi.



L’analisi molecolare di | livello del gene CFTR consiste in un pannello di ricerca di un numero
variabile di mutazioni note. Nei soggetti con azoospermia ostruttiva da CBAVD questo test identifica nel 30-
40% dei casi la presenza di una mutazione (soggetto eterozigote portatore di fibrosi cistica); in un ulteriore
30-40% dei pazienti vengono individuate due mutazioni diverse, una mutazione FC classica ed una
mutazione“mild” (soggetto eterozigote composto); nel 20-30% dei casi e presente il solo “allele 5T”. ||
polimorfismo 5T dell’introne 8 & una variazione del gene CFTR specificatamente associata a quadri di
CBAVD (I'allele normale in questa posizione ha un numero di ripetizioni nucleotidiche pari a 7T o 9T), che
causa la mancata trascrizione dell’esone 9 e bassi livelli di espressione della proteina CFTR. L’allele 5T non e
da considerarsi variante patogenetica per fibrosi cistica, ma puo esserlo per CBAVD in omozigosi o in
eterozigosi composta con una variante patogenetica o anche con una variante ad incerto significato.

Poiché I'analisi molecolare del gene CFTR nei maschi infertili viene eseguita a scopo diagnostico - e
non quale test di screening per malattia fibrocistica — & raccomandabile includere nell’indagine di | livello la
ricerca del suddetto polimorfismo dell’introne 8. Quando lo studio del gene individui una variante
patogenetica, i pazienti CBAVD sono da considerarsi comunque come eterozigoti composti / omozigoti
affetti ed & opportuno procedere con la ricerca della seconda mutazione mediante analisi di Il livello del
gene CFTR (sequenziamento estensivo del gene). Le mutazioni del gene CFTR possono associarsi altresi ad
agenesia monolaterale dei dotti deferenti (CUAVD) con oligozoospermia o normozoospermia.

Inoltre, nei maschi infertili che non presentino CUAVD/CBAVD si osserva una prevalenza delle
mutazioni CFTR del 6%, leggermente pil elevata rispetto al 4% di prevalenza nella popolazione generale.

Le mutazioni del gene CFTR non compromettono la normale spermatogenesi, pertanto i soggetti
con mutazioni possono fare ricorso alla ICSI impiegando i propri spermatozoi testicolari o epididimali. In tal
caso va tenuta presente lI'importanza della consulenza genetica relativa alle eventuali manifestazioni
cliniche collegate alla trasmissione alla prole maschile della mutazione CFTR paterna e ai rischi riproduttivi
della coppia a seconda del genotipo della partner.

Nel caso di partner portatrice di mutazione CFTR (nella popolazione caucasica gli eterozigoti
portatori asintomatici sono 1:25) sussiste il rischio del 25% per ogni gravidanza di concepire prole
omozigote mutata. Esistono piu di 1500 diverse mutazioni a carico di questo gene e il quadro clinico &
correlato al tipo di mutazione e alla quantita di proteina che viene prodotta; con buona approssimazione &
possibile definire correlazioni genotipo-fenotipo, quanto meno per le mutazioni piu comuni. | fenotipi
possono variare da quello normale, all’'azoospermia ostruttiva, alle bronchiectasie disseminate,
all’'aspergillosi polmonare, alla pancreatine cronica, alla poliposi nasale, alle rino-sinusiti croniche, alla
fibrosi cistica conclamata, con o senza insufficienza pancreatica, ad esordio tardivo o congenita.

Mutazioni monogeniche: gene AR

Circa il 2-3% dei soggetti con azoospermia e oligozoospermia grave non ostruttiva possono
presentare una mutazione nel gene AR, codificante il recettore degli androgeni. La funzionalita di AR & un
requisito essenziale per I'espressione del fenotipo maschile e per una normale spermatogenesi. Sono note
centinaia di diverse mutazioni, per molte delle quali non é facile stabilire una correlazione genotipo-
fenotipo. Le mutazioni di AR possono causare diversi gradi di insensibilita dei tessuti agli androgeni:
mutazioni che inattivano completamente il gene provocano forme di insensibilita completa in soggetti con
fenotipo femminile e cariotipo 46, XY (Sindrome di Morris); mutazioni che non compromettono totalmente
la funzione di AR possono dare forme parziali di insensibilita con ipospadia, micropene, criptorchidismo, o
forme lievi di fenotipo maschile con infertilita, eventualmente associato a segni di ipoandrogenismo quali
ginecomastia o ridotta virilizzazione. Dal punto di vista clinico, un segno laboratoristico suggestivo di
insensibilita agli androgeni, & rappresentato dall’elevato valore del prodotto LH x Testosterone (indice di
sensibilita agli androgeni).

Per determinare I'espressione del normale fenotipo maschile, I'azione degli androgeni € mediata
dal recettore AR che, in seguito al legame con il rispettivo ligando, trasloca fino al nucleo della cellula dove
regola I'espressione dei geni responsivi agli androgeni. La cascata di segnali che da esso si innesca nel
testicolo e essenziale per la spermatogenesi, il recettore non & espresso nelle linee cellulari germinali in via
di sviluppo e si ritiene che eserciti i suoi effetti attraverso le cellule del Sertoli e le cellule mioidi
peritubulari. Alcuni studi indicano che le sostituzioni aminoacidiche missenso nel dominio di legame del



recettore AR con il ligando inducano infertilita maschile attraverso un meccanismo nuovo che vede
coinvolta una difettosa interazione tra le proteine del dominio recettoriale e le proteine di coattivazione.

Nei soggetti che riescano a concepire, la mutazione paterna non verra data in eredita alla prole
maschile, essendo il gene AR localizzato sul cromosoma X, mentre sara necessariamente trasmessa alla
prole femminile (che non avra manifestazioni cliniche ma potra a sua volta trasmettere il fenotipo infertile
ad eventuali figli maschi).

Mutazioni monogeniche: geni associati al criptorchidismo

E noto un gruppo di geni associati allo sviluppo di criptorchidismo, non necessariamente
all'infertilita. Tra questi i piu importanti sono il gene INSL3 (19p13.11), che codifica per I'ormone Insulin-like
3, ed il gene codificante per il suo recettore RXFP2 (13q13.1), Relaxin family peptide 2, la cui normale
funzionalita consente la corretta fase trans-addominale di discesa del testicolo nella borsa scrotale in epoca
fetale ed i fisiologici processi di spermatogenesi.

Nella popolazione italiana di sesso maschile, la presenza della mutazione T222P nel gene RXFP2
conferisce un rischio moderato di andar incontro a criptorchidismo e alterazioni della spermatogenesi, fino
alla completa assenza di cellule germinali. La medesima mutazione e stata anche individuata in soggetti con
normale discesa testicolare e normali parametri seminali, pertanto non si ritiene che esista un preciso
rapporto di causa-effetto tra genotipo mutato e fenotipo patologico e si ipotizza che ulteriori fattori
genetici e ambientali contribuiscano a determinare I'insorgenza o meno dei problemi testicolari. Tuttavia
sussiste un 50% di possibilita di trasmettere la mutazione alla prole: i figli maschi mutati ereditano il rischio
di presentare criptorchidismo o alterata spermatogenesi; le figlie femmine mutate sono solo portatrici sane
dell’alterazione genetica, ma possono trasmetterla, a loro volta, al 50% dei figli maschi, conferendo loro il
rischio di essere affetti da criptorchidismo e/o alterazioni della spermatogenesi. Nel caso la coppia generi
prole maschile, sara indicato il monitoraggio della discesa testicolare nei primi anni di vita, poiché le
tempistiche dell’orchidopessi (da eseguirsi entro i due anni di vita) risultano cruciali per evitare la
permanenza del testicolo al di fuori della sacca scrotale con danni strutturali irreversibili che possano
compromettere la futura fertilita del soggetto; inoltre la corretta gestione del testicolo non disceso
aumenta le possibilita diagnostiche precoci di malignita gonadiche.

Il recettore dell’'ormone INSL3 svolge un ruolo importante nel metabolismo osseo e le mutazioni di
RXFP2 sono state correlate a riduzione della massa ossea in eta giovane adulta; & pertanto raccomandabile
sottoporre i pazienti con la mutazione a densitometria ossea e relativo follow-up.

Mutazioni monogeniche: geni associati ad ipogonadismo ipogonadotropo

Gli ipogonadismi ipogonadotropici congeniti (CHH) sono dei disordini rari provocati da una
deficitaria produzione, secrezione o azione dell’ormone di rilascio delle gonadotropine (GnRH), il principale
ormone che regola I'asse riproduttivo. Sono condizioni geneticamente eterogenee, per le quali ad oggi sono
stati individuati piu di 25 diversi geni causativi, e si manifestano clinicamente con assenza della puberta o
infertilita.

Circa il 50% dei CHH sono rappresentati dalla Sindrome di Kallmann (KS), una patologia genetica
dovuta ad un difetto della migrazione embrionale dei neuroni che sintetizzano GnRH a livello dell’ipotalamo
e dell’epitelio olfattivo. Il quadro clinico prevede pertanto I'associazione tra ipogonadismo ipogonadotropo
e ipo/anosmia per ipolasia/aplasia dei bulbi olfattivi. La prevalenza della KS, probabilmente sottostimata, &
di 1/8.000 maschi e 1/40.000 femmine. | geni-malattia sono KAL1 (Xp22.32) per la forma legata all'X; FGFR1
(8p12), FGF8 (10g925-926), CHD7 (8912.2) e SOX10 (22q13.1) per la forma AD; PROKR2 (20p12.3), e PROK2
(3p21.1), per le forme AR e oligogeniche.

Altre mutazioni monogeniche rare



Ad oggi sono oltre 200 le condizioni genetiche in cui si annoveri la presenza di infertilita maschile
(database OMIM, On Line Mendelian Inheritance in Man: http.//www.ncbi.nlm.qgov). Per molte di esse
I'infertilita compare tra le manifestazioni cliniche della sindrome ma non ne costituisce il segno principale o
il problema che porta il paziente dal medico. Altre alterazioni geniche invece possono causare infertilita
come segno principale nel contesto di uno quadro clinico specifico; prese singolarmente tali condizioni
hanno una prevalenza molto bassa e i relativi test genetici vanno richiesti solamente quando vi sia
indicazione stringente sulla base di un fondato sospetto clinico.

In seguito alla diffusione su larga scala delle tecnologie piu avanzate di analisi molecolare emergono
sempre nuovi fattori di rischio genetici dell’infertilita maschile, sebbene le conoscenze in merito restino
ancora limitate.

E stato individuato sul braccio corto del cromosoma 3 (regione 3p24) un omologo autosomico del
gene DAZ (che mappa invece nella regione AZFc del cromosoma Y), denominato DAZL (DAZ-like); si ipotizza
che alterazioni a suo carico possano incidere sui difetti della spermatogenesi.

Nei casi di storia riproduttiva di aneuploidie ricorrenti nei prodotti del concepimento, in presenza di
normale cariotipo parentale, & possibile ipotizzare una causa genetica di predisposizione allo sviluppo di
errori di segregazione meiotica dei cromosomi al momento della formazione dei gameti. L'ipotesi
prevalente in letteratura & che, alla base di storie riproduttive di questo tipo, vi sia un possibile disordine
poligenico, dipendente dalla concomitanza di piu fattori genetici e di fattori ambientali, o una mutazione
costituzionale di un singolo gene importante per la segregazione meiotica dei cromosomi. Alcuni studi
condotti su popolazioni di origine diversa suggerirebbero che variazioni a carico del gene SYCP3 —
codificante per una componente essenziale del complesso sinaptonemale, struttura fondamentale
nell'interazione tra cromosomi omologhi — possano conferire una maggior suscettibilita alla non
disgiunzione dei cromosomi durante la profase della prima divisione meiotica, alterando il normale
appaiamento degli stessi, con la formazione di prodotti del concepimento aneuploidi, determinando un
aumento del rischio di aneuploidie embrionali.

Mutazioni di geni codificanti per la catena respiratoria mitocondriale

Le diverse componenti della catena respiratoria mitocondriale sono sintetizzate a partire da geni in
parte nucleari e in parte del genoma mitocondriale (mtDNA). Considerata I'elevata richiesta di ATP degli
spermatozoi, le mutazioni che compromettono la catena respiratoria esercitano un profondo impatto sulla
motilita spermatica, provocando infertilita maschile.

Sul braccio lungo del cromosoma 15 (regione 15g25) mappa il gene POLG codificante per la DNA
polimerasi gamma con ruolo chiave nell’elongazione e nel riparo del DNA mitocondriale, mutazioni a suo
carico favoriscono I'accumulo di danni ossidativi e alterazioni del genoma mitocondriale dello spermatozoo
con infertilita maschile.

Mosaicismi somatici e gonadici

| portatori di mosaicismo per riarrangiamenti sbilanciati possono mostrare deficit riproduttivo,
infertilita e storia di ISG ricorrenti con la partner. Le condizioni di mosaicismo somatico/gonadico
(situazione in cui I'anomalia genetica non & omogeneamente presente nell’individuo ma coinvolge solo
talune linee cellulari) per riarrangiamenti cromosomici strutturali degli autosomi, per quanto rare, possono
determinare interruzioni spontanee ripetute di gravidanza nei soggetti portatori. L'identificazione del
mosaicismo gonadico € molto problematica, essendo asintomatico e criptico per il portatore. Ad oggi non
sono stati pubblicati dati circa il profilo citogenetico dei riarrangiamenti cromosomici strutturali in mosaico
e poco e noto in merito al timing, al meccanismo di formazione e di mantenimento degli stessi, né & stata
stabilita la prevalenza dei pazienti che ne sono portatori. In letteratura sono stati identificati finora poco piu
di 100 casi di mosaicismo per riarrangiamenti non centromerici in cui sia stato specificato il sesso del
portatore. Si osserva una leggera predominanza maschile tra i portatori di mosaicismo per riarrangiamenti
bilanciati, mentre emerge una forte predominanza femminile tra i portatori di mosaicismo per
riarrangiamenti sbilanciati, suggerendo una selezione specifica per I'uomo contro le cellule anomale
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piuttosto che la compromissione della gametogenesi maschile, e quindi una prognosi migliore per feti di
sesso maschile.

Per completezza e a livello pil strettamente didattico, & possibile annoverare tra i fattori genetici
maschili (ma non esclusivamente maschili) causativi di aborti ripetuti I’eventuale presenza di condizioni di
mosaicismo germinale (ovvero mutazione genetica confinata unicamente al DNA degli spermatozoi) per
specifiche malattie autosomiche dominanti e X-linked a fenotipo tanto grave da compromettere lo sviluppo
embrio-fetale, condizionando l'interruzione spontanea e ripetuta della gravidanza. Nel caso invece di
patologie genetiche a trasmissione autosomica recessiva, all’eventuale fattore maschile dato dallo stato di
portatore sano eterozigote di mutazione recessiva (sia in forma omogenea che in forma di mosaico
coinvolgente le cellule germinali) dovra combinarsi un evento mutazionale sulla copia allelica materna, o
come evento “de novo” generatosi al momento della generazione dell’embrione o come condizione
ereditata dal genoma materno (partner femminile portatrice sana). E’ raro che sul DNA del materiale
abortivo vengano eseguiti approfondimenti molecolari diversi rispetto al cariotipo standard. Esami genetici
mirati, come la ricerca di CNV (copy number variation) e la ricerca di mutazioni puntiformi su singolo gene,
vengono svolti solo in alcuni centri e su specifico sospetto clinico postulato in base alle notizie
anamnestiche familiari e relative alla gravidanza e ad eventuali segni clinici embrio-fetali, inclusi quelli
raccolti mediante lo studio dismorfologico del prodotto del concepimento svolto al momento
dell’espulsione. Non sono pertanto disponibili dati relativi all'impatto che le malattie monogeniche e i
disturbi genomici da microdelezione/microduplicazione cromosomica possano avere negli aborti ripetuti,
né se esista una predominanza degli stessi nei gameti maschili o femminili.

Infertilita genetica maschile e rischio riproduttivo

In generale, questi pazienti hanno un rischio riproduttivo superiore rispetto alla popolazione
generale, in particolare per anomalie dei cromosomi sessuali. A tal proposito non si & ancora raggiunto un
pieno consenso in merito, ma la proposta prevalente sarebbe di sottoporre ad analisi del cariotipo ciascun
soggetto infertile (sia esso azoo- oligo o normospermico) con duplice finalita: a scopo diagnostico
dell’infertilita e con finalita di screening, considerata la possibilita che alterazioni cromosomiche “piu lievi”
(47,XYY, traslocazioni, etc.) non diano effetti evidenti all’analisi del liquido seminale ma portino alla
presenza di spermatozoi con corredo genetico sbilanciato.
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La torsione testicolare

La torsione testicolare consiste nella torsione del funicolo spermatico attorno al proprio asse.
Rappresenta una vera e propria urgenza urologica ed é tipicamente associata a un quadro clinico
di rapida insorgenza e allarmante. Quando il disturbo viene trascurato, non curato o sottovalutato
le conseguenze possono essere irreversibili sino all’atrofia del testicolo.

La torsione insorge quasi sempre per particolari alterazioni anatomiche favorenti, come una
lunghezza eccessiva del funicolo spermatico o un difetto di ancoraggio del didimo nella borsa
scrotale.

La torsione testicolare & una patologia che si verifica principalmente nella giovane eta, con il 66%
dei pazienti che lamenta questo disturbo trai 12 e i 18 anni, ma che puo insorgere a qualsiasi eta.
Si stima che si verifichi in un maschio ogni 14.000 di eta inferiore a 25 anni.

Le cause che sono alla base della torsione del testicolo presentano per lo piu origine congenita.
Sembra che la causa risieda in un'anomalia anatomica riguardante l'innesto della tunica vaginale
sul cordone spermatico. In questo caso si parla di torsione intravaginale del testicolo,
responsabile del 90% dei casi di torsione. In caso di rotazione testicolare nell'eta neonatale, le
cause risiedono nell'eccessiva mobilita del testicolo all'interno della sacca scrotale, dunque
nell'immaturita dei sistemi di ancoraggio testicolare: in simili frangenti si presenta, generalmente,
la mancanza di strutture anatomiche specifiche di sostegno, che provoca una torsione
extravaginale.

Le cause non congenite non sono attualmente individuabili con certezza. Ad ogni modo, sono
stati ipotizzati alcuni possibili fattori di rischio tra cui i traumatismi ripetuti, I'attivita sessuale,
I'incremento volumetrico testicolare e le neoplasie a carico del didimo.

Il percorso diagnostico inizia con la valutazione anamnestica, di fondamentale importanza in
guesto tipo di patologia. Se infatti il paziente & in eta prepubere nella diagnosi differenziale
I'andrologo tendera a propendere per una sospetta torsione testicolare piuttosto che per una
orchiepididimite. La regola vuole infatti che un dolore acuto scrotale di eziologia incerta in eta
prepubere richieda sempre una esplorazione chirurgica.
La anamnesi del paziente deve sempre essere integrata da un accurato esame obiettivo durante il
guale I'andrologo deve cercare di individuare i segni tipici della torsione testicolare, peraltro
molto simili a quelli della orchiepididimite, quali tumefazione, arrossamento e dolore. Segno
caratteristico della torsione e non della orchiepididimite, € invece il sollevamento del testicolo
affetto rispetto al controlaterale, dovuto all’accorciamento del funicolo spermatico secondario
alla torsione. Si aggiungono a questo altri segni ancillari in grado di aiutare I'andrologo nella
diagnosi differenziale tra queste due patologie:
e il riflesso cremasterico in caso di torsione € generalmente assente o molto ridotto.
e il segno di Prehn e caratterizzato da una riduzione del dolore al sollevamento dello scroto
ed e presente in caso di orchiepididimite.
e il segno di Gouverneur, in cui il testicolo e attratto verso I'anello inguinale esterno e
orizzontalizzato, che ¢ positivo in caso di torsione.
e |l paziente puo presentare una deformazione visibile tipica, come quella del “testicolo a
batacchio di campana”, risultato di una orizzontalizzazione del didimo nel contesto
scrotale per una lassita del gubernaculum testis, spesso apprezzabile bilateralmente.

Ill

L’eco-color-doppler testicolare permette la valutazione della ecostruttura del didimo e del flusso
sanguigno ai testicoli. Si tratta di un esame certamente di grande rilevanza nel percorso



diagnostico della torsione, non & tuttavia da considerarsi completamente attendibile anche
gualora accertasse la presenza di un flusso arterioso al didimo interessato. La torsione testicolare,
infatti, non sempre e tanto severa da causare una immediata ostruzione del flusso arterioso, ma
accade spesso che vi sia una iniziale ostruzione venosa, seguita da una congestione diffusa, che
porta infine anche a una ostruzione arteriosa. Qualora I'esame fosse svolto prima della definitiva
ostruzione venosa, potrebbe determinare un falso negativo nel processo diagnostico.

Quando il problema non viene curato tempestivamente, il danno é tale da atrofizzare
permanentemente il testicolo. Il rischio e rappresentato dalla necrosi tissutale locale, con
conseguente ed inevitabile distruzione del testicolo stesso.

| tubuli seminiferi possono subire lesioni permanenti gia dopo pochissime ore dall'esordio dei
sintomi: talvolta, il danno parenchimale insorge appena quattro ore dopo la manifestazione dei
sintomi e, due ore piu tardi, il testicolo non é vitale.

In caso di presunta torsione del testicolo, si consiglia di effettuare una visita medica nel pilu breve
tempo possibile, cercando di non temporeggiare. Si & osservato, infatti, che la probabilita di
guarigione completa aumenta notevolmente quando si interviene con rapidita.

Piu precisamente, si stima che la probabilita di preservare il testicolo si aggiri intorno al 90%
quando la detorsione avviene entro 6 ore dall'esordio dei sintomi, al 50% dopo 12 ore e al 10%
dopo le 24 ore. A tal proposito, si parla di probabilita di recupero testicolare tempo dipendente.
La conseguenza piu grave della ischemia testicolare ¢ la atrofia del didimo affetto. Tuttavia, che il
testicolo venga rimosso o salvato, l'infertilita resta una delle sequele piu significative della torsione
testicolare. Nel monorchide o nei casi in cui la torsione sia bilaterale, vi sara infertilita per danno
diretto al tessuto spermatogenetico. Nelle torsioni unilaterali con testicolo controlaterale sano,
I'infertilita puo conseguire a diversi motivi, tra i quali I'instaurarsi di processi apoptosici anche nel
testicolo sano e/o la formazione di anticorpi antispermatozoo che configurano un quadro di
infertilita su base immunologica.

Gli anticorpi antispermatozoo sono infatti considerati da alcuni autori come possibile causa di
infertilita, rilevandosi a titoli significativi fino al 5-15% degli uomini infertili.

Esiste una correlazione tra anticorpi antispermatozoi e torsione testicolare. Vi € inoltre una
associazione tra aumentati livelli di anticorpi antispermatozoi e il prolungamento della ischemia
testicolare in corso di torsione. Uno studio su dieci orchiectomie monolaterali, dopo
danneggiamento irreversibile del didimo, ha dimostrato come i valori di questi anticorpi si
innalzino e restino elevati fino a un minimo di 26 settimane dopo la procedura chirurgica.

Gli spermatozoi sono “estranei” all’'organismo perché, diversamente da tutte le altre

cellule, contengono solo la meta del corredo cromosomico (23 cromosomi contro i 46 del corredo
cromosomico normale), ovvero sono aploidi anziché diploidi. Quando lo spermatozoo entra in
contatto con il sangue & percio in grado di scatenare una reazione immunitaria che consiste nella
produzione di anticorpi antispermatozoi. Proprio per questa ragione la spermatogenesi ha luogo
dietro la “barriera immunitaria” rappresentata dai testicoli.

In condizioni normali i testicoli contengono una membrana basale, la barriera testicoli-sangue, che
agendo come uno strato protettivo previene il contatto, all’interno del tratto riproduttivo
maschile, tra le cellule immunitarie e gli spermatozoi. Questa barriera puo rompersi a causa di
eventi traumatici del tratto riproduttivo, cosicché le cellule immunitarie entrano in contatto con gli
spermatozoi, attaccandoli e distruggendoli.

Nell’infertilita immunologica maschile gli anticorpi antisperma si attaccano a diverse parti dello
spermatozoo e interferiscono con la fertilita in diversi modi, ma principalmente ostacolando la
motilita degli spermatozoi. Gli anticorpi presenti sul flagello tendono a immobilizzare e a far
agglutinare tra di loro gli spermatozoi, mentre gli anticorpi che aderiscono alla testa degli



spermatozoi possono impedire I'attraversamento efficiente del muco cervicale femminile, e anche
guando l'ovocita venga infine raggiunto, possono rendere critica o impossibile la fecondazione.

Al microscopio & possibile osservare in questi casi come questi anticorpi causino I’agglutinazione
degli spermatozoi, compromettendone seriamente la motilita e provocando l'infertilita. Alcuni
autori ritengono che la prevalenza degli anticorpi antispermatozoi aumenti con I'eta del soggetto.
Le indagini di laboratorio impiegate consentono di effettuare una valutazione quantitativa e
gualitativa della immuno-reazione, di definire la classe immunoglobulinica e di individuare il sito di
reazione antigene-anticorpo. Gli ASA (antisperm antibodies) possono essere rilevati nel siero
ematico e nel plasma seminale con test “indiretti” o, sulla superficie nemaspermica, con test
“diretti”. Le indagini piu utilizzate nella ricerca degli ASA sono:

il gelatin agglutination test (GAT)

il tray agglutination test (TAT)

I'immuno-bead test (IBT)

il mixed antiglobulin reaction test (MAR test)

Il GAT viene considerato clinicamente significativo se il titolo anticorpale nel siero ematico e
uguale o superiore a 1:32 e/o se quello nel liquido seminale € 1:16. L'IBT e il MAR test vengono
considerati clinicamente significativi se la percentuale di legame & superiore al 50%. La
citoflussimetria & stata impiegata come metodica sia qualitativa (isotipo 1gG) sia quantitativa
(titolo ASA), ma non essendo in grado di dare informazioni sulla specificita regionale degli ASA,
non e utilizzata nel percorso diagnostico dell’autoimmunita antispermatozoo.

Fig 1 Fig 2

Fig 1: Torsione testicolare extravaginale

Fig 2: Torsione testicolare intravaginale



Fig 3: Torsione del testicolo destro, che appare attratto verso I’anello inguinale esterno
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CAUSE TATROGENE DELL’INFERTILITA’ MASCHILE

L’infertilita maschile riconosce un’ eziologia pre-testicolare ( alterato funzionamento dell’asse
ipotalamo-ipofisi-testicolo riducendo la secrezione delle gonadotropine e del testosterone e
portando come conseguenza alla mancata produzione o riduzione del numero di spermatozoi), un’
eziologia testicolare (patologie primitive testicolari) e post testicolare ( da ostacolato trasporto
spermatico, da fattore immunologico, o da alterata biofunzionalita nemaspermica). Tra i principali
fattori di rischio dell’infertilita maschile dobbiamo annoverare pero le cause iatrogene che possono
agire determinando un’alterazione dei parametri seminali coinvolgendo il numero e/o la qualita
delle cellule nemaspermiche. Le cause iatrogene a eziologia pre-testicolare sono da ricondurre
all’assunzione di Androgeni ed Estrogeni, quelle ad eziologia testicolare comprendono invece
interventi chirurgici e terapie antineoplastiche mentre le post testicolari comprendono ostruzioni
acquisite delle vie seminali e disfunzioni eiaculatorie come aneiaculazione, eiaculazione precoce e
retrograda. Numerosi farmaci, oltre alla loro azione positiva e terapeutica sulle patologie per cui si
assumono, possono alterare 1'equilibrio del sistema riproduttivo maschile influenzando la qualita del
liquido seminale. Questo effetto negativo pud essere temporaneo o permanente ed avviene
attraverso 1’alterazione di alcune funzioni fondamentali per la corretta produzione e maturazione

degli spermatozoi da parte dell’apparato riproduttivo maschile.

Farmaci di comune impiego come antibiotici, antiipertensivi, antidepressivi e antiepilettici,
antiemetici, € immunosoppresori possono alterare la fertilita maschile agendo a vari livelli sulla

spermatogenesi.

La Sulfasalazina, comunemente usata nel trattamento della malattia inflammatoria intestinale,
determina oligozoospermia , riduzione della motilita degli spermatozoi e alterazione della qualita
dei parametri seminali (Levi et al., 1979). Gli stessi effetti sono stati osservati dopo 1’assunzione di
antibiotici appartenenti al gruppo dei Macrolidi (eritromicina, spiramicina € neomicina)
(Timmermans, 1974); lo stesso autore ha anche dimostrato che la somministrazione di antibiotici
appartenenti al gruppo della penicillina (penicillina G, ampicillina e dicloxacillina) causano un
blocco della spermatogenesi (Timmermans, 1974). L’ Ampicillina provoca una significativa
diminuzione della motilita e della capacita fecondante in modelli animali (Wilcox e Shorb, 1958),
cosi come la dicloxacillina provoca la diminuzione della motilita degli spermatozoi (Berndtson e
Foote, 1976). Raji et al. (2006) hanno inoltre dimostrato che ampicillina e cloxacillina causano una

1



alterazione delle strutture anatomiche con significativa riduzione del volume testicolare, degli
epididimi, delle vescicole seminali e della prostata. Alle stesse conclusioni giungono Khaki et al
(2008) , Gaczarzewicz et al (2016) effettuando studi su gentalmicina, neomicina e streptomicina,
antibiotici amino glicosidici. Allo stesso modo 1’assunzione di nitrofurantoina, antibiotico usato
nelle flogosi batteriche urinarie, pud causare arresto di maturazione dello spermatozoo. Anche i
chinolonici, che rappresentano una classe di antibiotici a largo spettro d’azione ed utilizzati
solitamente per trattare le patologie infettive dell’apparato genito-urinario, possono alterare la
fertilita maschile. E stato dimostrato in particolare che ofloxacina, perfloxacina e ciprofloxacina
possono ridurre la percentuale di spermatozoi giornalieri prodotti e la motilita degli stessi (Arash
2015). Inoltre lo stesso autore ha dimostrato che la somministrazione di streptomicina produce
effetti meno negativi sui parametri seminali e sul tratto riproduttivo maschile. Anche i1 farmaci
antimicotici possono produrre una diminuzione, della motilitd degli spermatozoi, mentre il
metronidazolo, farmaco di uso frequente nel trattamento delle infezioni parassitarie, puo

determinare invece importanti alterazioni morfologiche dello spermatozoo (Kumari et al 2015) .

In quasi tutti i casi la reversibilita degli effetti negativi ¢ correlata alla riduzione e/o sospensione
della terapia, con tempi di recupero diversi a seconda del farmaco. Dal punto di vista pratico si
consiglia di far passare almeno 30 giorni dalla fine della terapia antibiotica prima di effettuare uno
spermiogramma per non avere interferenze negative sull'esito dell’esame. Anche le comunissime
statine possono provocare cambiamenti sulla funzione spermatogenetica, anche se a tutt’oggi non ci

sono dati conclusivi.

Un altro importante meccanismo di danno farmacologico alla fertilita ¢ legato alla
somministrazione di molecole ad attivita ormonale in grado di alterare 1’asse ipotalamo-ipofisi-
testicolo e che vede principalmente coinvolti i farmaci ad attivita androgenica (testosterone e
anabolizzanti), estrogeni, progestinici, gli agonisti o antagonisti dell’ormone di rilascio delle
gonadotropine (GnRH), glucocorticoidi e farmaci psichiatrici. La conseguenza piu immediata di
una somministrazione non terapeutica di questi ormoni ¢ il blocco della funzione ipofisaria e della
funzione testicolare sia come spermatogenesi che come steroidogenesi, con una sintomatologia
caratterizzata dal riduzione del volume testicolare, forte contrazione della spermatogenesi fino alla
azoospermia e calo del desiderio sessuale. Ancora una possibile riduzione della fertilita ¢ stata
segnalata in soggetti maschi che assumono farmaci ad attivita ormonale, quali finasteride (caduta
dei capelli) e domperidone (disturbi digestivi): in entrami i casi pero alla sospensione della terapia

si associa un recupero della fertilita.



Alcuni studi hanno messo in evidenza che anche gli analgesici e gli immunosoppressori possono
bloccare la spermatogenesi, ma in questo caso i dati non sono ancora affidabili e certi. Dantas da
Silva Junior et al 2014 ¢ Latif et al 2008, hanno dimostrato un’ associazione tra diversi farmaci
antipertensivi e la riduzione della fertilita maschile in modello murino. Ahmadnia et al nel 2016
hanno valutato 1’associazione tra 1’abuso di droghe e la funzione sessuale in modelli animali, come
il possibile impatto dell’utilizzo cronico di morfina sulla spermatogenesi e sui livelli degli ormoni
sessuali. Gli autori hanno dimostrato che la media del numero di spermatozoi e la percentuale
media della motilita erano significativamente piu bassi nei ratti maschi a cui era stata somministrata
morfina. Altri studi hanno dimostrato che 1’utilizzo orale di oppiacei determina una diminuzione
delle gonadotropine (FSH e LH) e di diidrotestosterone con conseguente ipogonadismo nell’89%
dei consumatori di droga (Daniell 2002). Allo stesso modo Teusch et al 1995 hanno dimostrato
che nei consumatori di droga si manifesta una prevalenza di disfunzione erettile e una diminuzione
della libido. Inoltre Cicero et al 1976 hanno mostrato che 1’abuso di morfina e altri stupefacenti

diminuiscono livelli di testosterone.

Alterazioni della fertilita possono anche essere conseguenza di interventi chirurgici, quali la
resezione del collo vescicale per via endoscopica che pud comportare una eiaculazione retrograda,
mentre la adenoidectomia transvescicale e la prostatectomia radicale determinano una azoospermia

escretoria.

Considerando che gli effetti delle terapie farmacologiche sull’infertilita maschile interessano e
preoccupano il mondo scientifico, € necessario sviluppare nuovi studi osservazionali e randomizzati
sull” uomo che possano dimostrare 1’eventuale associazione e gli effetti reversibili o permanenti di

ciascun farmaco.
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CAUSE IATROGENE DI INFERTILITA’
Cause mediche di infertilita

I farmaci in grado di compromettere la fertilita maschile sono numerosi, e in grado di incidere sulla
qualita del liquido seminale con meccanismi fisiopatologici variegati.

Tra gli effetti avversi piut comuni dei farmaci chemioterapici, rientra la tossicita gonadica. Il
meccanismo d’azione della maggior parte degli agenti chemioterapici ¢ I’interferenza con processi
cellulari obbligatori, quali la sintesi del DNA, ovviamente tale effetto ¢ tanto piu rilevante quanto
maggiore ¢ ’attivita replicativa della cellula esposta al farmaco. Le cellule tumorali, in virtu del
loro elevato indice mitotico sono suscettibili al danno citotossico, cosi come lo sono tutte le cellule
non tumorali che subiscono una rapida divisione. Le cellule dell’epitelio germinativo del testicolo
presentano elevati indici mitotici e meiotici, motivo per il quale risultano vulnerabili in corso di
chemioterapia. E molto pil probabile che i farmaci citotossici alterino la spermatogenesi, piuttosto
che la produzione di testosterone, perché I'epitelio germinale del testicolo ¢ piu sensibile ai danni da
farmaci citotossici rispetto alle cellule di Leydig. Il grado di danneggiamento dell'epitelio germinale
¢ influenzato dallo stadio di maturazione sessuale del testicolo. In generale, il testicolo postpuberale
sembra essere piu suscettibile a danni rispetto a quello prepuberale. L'entita dell'effetto sulla
produzione di spermatozoi ¢ farmaco e dose-dipendente.

I chemioterapici con effetto piu deleterio sulla fertilitd maschile sono gli agenti alchilanti, quali
ciclofosfamide, clorambucile, cisplatino, e busulfano. L’effetto di tali farmaci ¢ etda e dose
dipendente. I pazienti che ricevono piu di quattro cicli di chemioterapia a base di platino (ad
esempio, superiore a 400 mg/m? o una dose cumulativa > 850 mg di cisplatino) hanno una
probabilita del 50% di andare incontro ad azoospermia.

Gli agenti non alchilanti, come metotrexate, doxorubicina, 5-fluorouracile, fludarabina e taxani,
hanno un effetto, generalmente reversibile, sulla produzione di spermatozoi. In letteratura sono
descritti anche casi di azoospermia irreversibile dopo terapia con idrossiurea.

11 rischio di sviluppare azoospermia, nei pazienti affetti da patologia neoplastica, ¢ in relazione non
solo con i chemioterapici, ma anche con il trattamento radioterapico. La probabilita di sviluppare
infertilita dipende dal dosaggio, dalla protezione, dal frazionamento della dose e dall’area
d’irradiazione. La radioterapia alla dose cumulativa di 20 Gy puo causare tossicita gonadica che
porta ad azoospermia permanente (Albers et al, 2005). Sebbene le cellule del Leydig siano
relativamente radioresistenti, la radioterapia puo essere seguita da riduzione della produzione di
testosterone. Confrontando diversi tipi di radioterapia addomino-pelvica, le dosi piu alte che
raggiungono il testicolo si osservano nei pazienti trattati per cancro del retto. Questa esposizione
mette 1 pazienti ad alto rischio di sviluppare infertilita permanente a causa della riduzione dei livelli
di testosterone. La spermatogenesi sembra essere solo in minima parte inibita dopo brachiterapia
per cancro alla prostata.

Alte dosi d’irradiazione della pelvi possono causare disfunzione endoteliale ed ispessimento
subendoteliale dell'intima nelle arterie pelviche (Basavaraju e Easterly, 2002) e nei microvasi,
responsabili del flusso sanguigno penieno. Ci0 potrebbe causare una stenosi del lume e
ipovascolarizzazione dei corpi cavernosi, dando origine ad una disfunzione erettile a lungo termine,
come ad esempio nei pazienti sottoposti a radioterapia per il cancro della prostata.

Gli antidepressivi possono causare frammentazione del DNA dello spermatozoo, in uno studio
condotto su volontari sani, la somministrazione di paroxetina per cinque settimane ha comportato
frammentazione del genoma senza, pero, un effetto misurabile a carico dei parametri seminali.

Negli uomini, tutti gli androgeni sopprimono la secrezione di gonadotropine e la funzione
testicolare endogena, sia in termini di produzione di testosterone che di spermatozoi. L’uso



prolungato di androgeni esogeni pud comportare una riduzione del volume testicolare e causare una
soppressione dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi persistente anche dopo la sospensione del farmaco.
Le gonadotropine e la secrezione di testosterone rimangono soppressi per un paio di mesi, in genere
1 tempi di recupero sono inversamente proporzionali all’eta del paziente, mentre il numero di
spermatozoi, di solito, ritorna alla normalita entro quattro mesi dalla sospensione, ma pud essere
necessario piu di un anno.

Gli antiandrogeni sono inibitori competivi degli androgeni per 1 loro specifici recettori € vengono
classificati sulla base della loro struttura chimica e del meccanismo d’azione in antiandrogeni
steroidei (ciproterone acetato) e non steroidei (flutamide, nilutamide, bicalutamide). Gli
antiandrogeni steroidei vengono utilizzati, in associazione con agonisti del GnRH nel trattamento
del carcinoma prostatico. Il ciproterone acetato ¢ un progestinico con attivita antagonista sul
recettore per il testosterone, ma che causa anche inibizione della secrezione delle gonadotropine,
contribuendo quindi, anche in modo indiretto, all’effetto antiandrogentico. La finasteride, invece,
agisce come inibitore delle 5 alfa reduttasi di tipo 2, la dutasteride come inibitore misto delle
isoforme 1 e 2 della 5 alfa redutasi. Tutti gli antiandrogeni possono causare, come effetto avverso,
impotenza, ma la finasteride, anche a basse dosi, pud causare riduzione del numero degli
spermatozoi, motivo per il quale deve essere interrotta negli uomini con oligospermia, e usato con
cautela negli uvomini che desiderano la fertilita.

Gli antibiotici possono alterare la fertilita maschile. E stato dimostrato che la gentamicina, la
neomicina e la streptomicina, antibiotici aminoglicosidici, hanno un effetto negativo sulla
spermatogenesi, alterando il numero, la motilita e la morfologia degli spermatozoi.

L’assunzione di nitrofurantoina, antibiotico usato in alcune infezioni urinarie, pud causare arresto
della maturazione degli spermatozoi nei testicoli. Anche i chinolonici, che rappresentano una classe
di antibiotici a largo spettro d’azione ed utilizzati solitamente per trattare le infezioni dell’apparato
genito-urinario, possono alterare la fertilita maschile. E stato dimostrato, in particolare, che
I’ofloxacina, la perfloxacina e la ciprofloxacina possono alterare in senso negativo la percentuale di
spermatozoi giornalieri prodotti e la motilita degli stessi.

Per quanto riguarda alcuni farmaci antimicotici, usati per esempio nelle infezioni da Candida,
possono produrre una diminuzione, dipendente anche dalla durata della terapia, della motilita degli
spermatozoi. Il metronidazolo, farmaco di uso frequente nel trattamento delle infezioni parassitarie,
puo determinare invece importanti alterazioni morfologiche dello spermatozoo.

In quasi tutti 1 casi, gli effetti negativi di questa categoria di farmaci svaniscono dopo la sospensione
della terapia, con tempistiche diverse a seconda del farmaco. Dal punto di vista pratico si consiglia
di far passare almeno un mese dalla fine della terapia antibiotica prima di effettuare uno
spermiogramma per non avere interferenze negative sull'esito delle analisi.

Esistono poi molti farmaci che, tra gli effetti collaterali presentano, calo della libido e disfunzione
erettile, determinando impotenza coeundi quali: diuretici (tiazidici, spironolattone), anti-ipertensivi
ad azione centrale (metildopa, clonidina), alfa-bloccanti (terazosina), beta-bloccanti
(propanololo,atenololo, metoprololo), antidepressivi (amitriptilina, imipramina, clorimipramina),
antipsicotici (aloperidolo, clorpromazina), FANS (naprossene, indometacina), antiaritmici
(amiodarone), inotropi positivi (digossina).

Cause chirurgiche di infertilita
L’infertilita iatrogena pud essere correlata anche a trattamenti chirurgici. E ovvia conseguenza in

caso di orchiectomia bilaterale, ma pud manifestarsi come complicanza nella chirurgia dell’ernia
inguinale, per lesione delle strutture vascolari o nervose del funicolo spermatico, cosi come per la



comparsa di eiaculazione retrograda negli interventi di prostatectomia, nella linfoadenectomia
retroperitoneale e negli interventi di plastica a livello uretrale. Chirurgicamente ¢ possibile anche
rendere discontinue le vie urogenitali, in tal caso, con la finalita stessa di generare infertilita,
attraverso la vasectomia, ovvero la resezione, dopo legatura, dei dotti deferenti.
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Premessa

In letteratura appare crescente I’interesse per le possibili relazioni esistenti tra infertilita maschile e
ruolo delle patologie sistemiche. Il razionale di una visione internistica nei pazienti con alterazione di uno o
pill parametri spermatici convenzionali viene confermato da studi recenti che evidenziano una stretta
associazione tra indicatori statistici di comorbidita e incapacita riproduttiva. In particolare, lo studio di
Eisenberg ha evidenziato, su un campione di 9387 uomini con eta media di 38 anni, che il 44% di essi
presentassero in anamnesi almeno una condizione medica non direttamente associata ad infertilita maschile
(Eisenberg et al., 2015). Un altro studio, pubblicato sulla stessa rivista, nel corso dello stesso anno, ha
rilevato che pazienti con concentrazione spermatica <45.6 milioni/ml abbiano un rischio significativamente
aumentato di presentare un valore >1 al Charlson comorbidity index, considerato lo strumento dotato di

maggiore specificita per I’identificazione di pazienti con elevato rischio di patologie a carattere sistemico.

Nel presente capitolo vengono illustrate le possibili relazioni esistenti tra condizioni patologiche con
elevata frequenza nella pratica clinica (epatopatie, nefropatie, patologie immunitarie, oncopatie,

endocrinopatie) e I’infertilita maschile.

Le epatopatie

Le epatopatie croniche sono associate ad alterazione dei parametri spermatici indipendentemente
dalla causa sottostante di disfunzione epatica. Nel caso delle epatiti virali croniche sostenute da HCV e HBV
diversi studi hanno evidenziato alterazioni del volume dell’eiaculato, della concentrazione spermatica, della
percentuale di motilita,sia totale che progressiva, e della percentuale di spermatozoi con normale morfologia
(Lee et al., 2010; Lorusso et al., 2010; Chen et al., 2011; Oger et al., 2011; Zhou et al., 2011; La Vignera et
al., 2012; Hussein et al., 2016; Li Qian et al., 2016). Uno studio recente ha rilevato una frequenza di
infertilitd maschile significativamente aumentata nei pazienti con HBV rispetto ai controlli (Fu-Hsiung et al.,
2014). Non sono state riportate correlazioni tra epatiti virali croniche e capacita di impianto e tassi di
gravidanza dopo tecnica di fecondazione assistita (Zhou et al., 2009; Lee et al., 2010; Lin Shi et al., 2014;
Lin Yang et al., 2015).

Anche il trattamento farmacologico nei casi di infezione da HCV, con ribavirina e interferone
peghilato, pud influenzare negativamente i parametri spermatici (Shouval, 2010). In particolare, la
percentuale di spermatozoi con matilita totale e progressiva € risultata ridotta dopo trattamento, mentre il

rapporto cellule rotonde/spermatozoi, € risultato aumentato (Pecou et al., 2009; Harald et al., 2010). In uno
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studio “case report” é stato segnalato un aumento significativo dei tassi di frammentazione del DNA
spermatico, con alterazioni persistenti per diversi mesi dopo la sospensione del trattamento. Gli autori nelle
conclusioni dello studio suggeriscono di prolungare il periodo di contraccezione a 7-8 mesi dopo la fine della
terapia (Pecou et al., 2009).

Le principali patologie epatiche croniche sono caratterizzate da uno stato infiammatorio persistente,
talvolta caratterizzato da produzione di autoanticorpi, come nel caso dell’infezione sostenuta da HCV,
capace di interferire con la motilita degli spermatozoi (Levy et al., 2002; Zini et al., 2010; Hussein et al.,
2016), e da una condizione pro-ossidativa sostenuta da sovrapproduzione di radicali liberi di ossigeno (La
Vignera et al., 2012) e attivazione citochinica che pud avviare fenomeni a cascata di natura apoptotica per
attivazione delle caspasi 3, 8 e 9, instabilitd di membrana a causa della lipoperossidazione (Kang et al.,
2012), danno mitocondriale con effetti sulla motilita (Zhou et al., 2011), maggiore frammentazione del DNA
con danni a singola e a doppia elica (La Vignera et al., 2012; Deng et al., 2013) e aumento del tasso di
aberrazioni cromosomiche (Huang et al., 2002). | livelli di glutatione risultano ridotti, cosi come quelli di
enzimi con funzione antiossidante (Kang et al., 2012; Li Qian et al., 2016). Nel caso di HBV la presenza di
radicali di ossigeno sinergizza i danni diretti del virus, capace di integrarsi al genoma dell’ospite (Kang et al.,
2012; Garolla et al., 2013).

Le concentrazioni seminali di alcune interleuchine pronfiammatorie (IL-17,1L-18), ed i livelli di
malondialdeide (MDA) nei soggetti con infezione da HBV sono risultati significativamente aumentati
rispetto i controlli (Kang et al., 2012), inoltre e stata dimostrata relazione lineare tra livelli di MDA con
livelli seminali di 1L-17 e IL-18 (Li Qian et al., 2016). | fenomeni infiammatori, come la cirrosi, associati a
rilascio di citochine ad azione pro-infiammatoria, possono determinare effetti di disregolazione del rilascio
degli ormoni ipotalamici ed ipofisari, con conseguente ipofunzione testicolare (Jones et al., 1993; Zietz et al.,
2003; Sinclair et al., 2015). Nel caso della cirrosi da eccessivo consumo di alcool, accanto alle alterazioni
ipotalamo-pituitarie, puodverificarsi anche un danno testicolare di tipo diretto (Mowat et al., 1976).

Inoltre le epatopatie croniche, compresa la steatoepatite non alcolica (Tarantino et al., 2010; Chen et
al., 2011; Burra, 2013; Avni et al., 2015), sono associate ad importanti alterazioni ormonali, in particolare:
riduzione dellaguota libera del testosterone (Meeker et al., 2007) con conseguente riduzione della libido e
della funzione erettile (El-Atrebi et al., 2011). E’ stato dimostrato che la riduzione delle concentrazioni
sieriche di testosteronepossa rappresentare un marcatore prognostico sfavorevole nei pazienti con cirrosi
(Zietz et al., 2003). In corso di patologie epatiche croniche sono state riportate anche alterazioni dei livelli
sierici di prolattina, associate ad alterazione di concentrazione e morfologia spermatica (Mauboussin et al.,
2004; Hofny et al., 2011); significativa riduzione delle concentrazioni di DHEA-S,con relazione inversa
rispetto al grado di fibrosi (Mauboussin et al., 2004; El-Serafi et al., 2016); aumento dei livelli di estrogeni
(La Vignera et al., 2012) per via dell’aumentata aromatizzazione periferica (Zietz et al., 2003) e aumento dei
livelli di SHBG (McDonald et al., 1993; La Vignera et al., 2012), almeno durante le prime fasi della
patologia, a causa dell’aumento dei livelli degli estrogeni circolanti (Zietz et al., 2003).



Le principali alterazioni presenti nelle epatopatie croniche e i relativi meccanismi d’azione sono

riassunti nella tabella 1.

Tabella 1 Meccanismi fisiopatologici di infertilita

Patologie Meccanismo d’azione
Alterata Danno Danno Frammentazi | Infiammazio Danno da Danno
spermatogen | mitocondrial ossidativo one del DNA ne e alterazioni mediato da
esi e con effetti Apoptosi ormonali Anticorpi
sulla motilita
HCV X X X X X X X
HBV X X X X X X
EPATITE X X X X
ALCOLICA
EPATITE
NON X X X
ALCOLICA
CIRROSI X X X

X= Presenza di danno correlato alla patologia.

Le nefropatie

L’insufficienza renale cronica (IRC) é associata alla compromissione della steroidogenesi e della
gametogenesi, ad elevati livelli sierici di gonadotropine ed alterazione funzionale dell’asse ipotalamo-ipofisi-
gonadi (Handelsman et al., 1993; Palmer, 2003). In particolare nelle condizioni di IRC si verifica,
un’alterazione del rilascio ciclico e una riduzione di ampiezza dei polsi secretori di GnRH, con conseguente
compromissione del rilascio pulsatile delle gonadotropine. Tali alterazionisono da attribuire ad una ridotta
clearance renale di GnRH ed LH. Nella maggior parte dei pazienti con IRC le concentrazioni ematiche di LH
sono elevate, causate dal ridotto catabolismo e dalla perdita dell’inibizione del GnRH da parte del
testosterone (conseguenza delle basse concentrazioni sieriche). Non € ancora chiaro se la riduzione sierica
del testosterone sia dovuta alla compromissione della sintesi, all’alterazione del suo catabolismo o ad
entrambi questi aspetti disfunzionali (Kuczera et al., 2015).

Uno studio condotto su 74 pazienti con IRC in emodialisi ha mostrato livelli medi di testosterone piu
bassi e livelli significativamente piu alti di SHBG, LH, FSH e PRL rispetto a 41 controlli sani (Zachoval et
al., 2015). Un altro studio condotto su 20 pazienti con IRC ha mostrato una riduzione significativa dei livelli
di AMH rispetto ai controlli, suggerendo una disfunzione delle cellule del Sertoli (Eckersten et al., 2015).

Oltre alle alterazioni ormonali suddette, uno studio condotto su 120 pazienti in emodialisi ha
mostrato una riduzione significativa del volume testicolare medio bilaterale dei pazienti affetti da IRC
rispetto ai controlli (31.7 vs. 36.4 ml, p<0.01). Nello stesso studio I’aumento delle concentrazioni sieriche di
ferritina correlava inversamente con il volume testicolare (Shiraiski et al., 2008).

Inoltre, coesistono altre condizioni associate all’IRC che potrebbero ridurre la capacita riproduttiva
dei paziente affetti. Tali cause addizionali potrebbero essere correlate alla condizione di malnutrizione

proteica (complicanza frequente nell’IRC associata ad insufficienza delle cellule di Leydig e una riduzione
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dei livelli di testosterone) (Smith et al., 1975) e alle complicanze extra-renali della patologia primaria, ad
esempio la sindrome del rene policistico (PKD).

La PDK e una malattia ereditaria sistemica caratterizzata dalla presenza di cisti renali multiple
bilaterali con conseguente IRC. Le cisti epatiche sono la piu comune manifestazione extra-renale. In uno
studio realizzato su 104 uomini con PDK la prevalenza di cisti epididimarie, a carico delle vescicole seminali
e/o regione prostatica € risultato rispettivamente essere del 18%, 39% e 7% (Belet et al., 2002).

Sebbene la PDK non é considerata causa di infertilita, diversi studi in passato hanno riportato
un’aumentata prevalenza di infertilita negli uomini con PDK (Hendry et al., 1998; Peces&Venegas, 2005;
Shefi et al., 2009). Torra e coll. hanno riportato che il 28.5% di 28 pazienti con IRC riferivano infertilita
(Torra et al., 2008). Tuttavia, Belet ha riportato una prevalenza di infertilita del solo 5% in uno studio
prospettico su 104 pazienti affetti da IRC (Belet et al., 2002). In contrasto, in uno studio retrospettivo di 4108
pazienti valutati per infertilita (non tutti mediante valutazione ecografica), solo 6 pazienti risultavano affetti
da PKD (Fang&Baker, 2003).

L’ associazione tra PDK ed infertilita appare verosimilmente attribuibile alla dilatazione delle
vescichette seminali che riflette un quadro di possibile ostruzione dei condotti eiaculatori, che determina
azoospermia 0 oligozoospermia grave. L’efficacia della resezione transuretrale dei dotti eiaculatori
(TURED) nei pazienti con PDK con oligozoospermia o azoospermia risulta comunque controversa (Hendry
et al., 1998; Orhan et al., 2000). Esistono altri possibili meccanismi patogenetici alla base di tale
associazione. L’astenozoospermia rappresenta l’alterazione spermatica principale dovuta sia a difetti
strutturali che ad anomalie della policistina (Torra et al., 2008). La coda dello spermatozoo infatti
normalmente € costituita da due microtubuli centrali circondati da 9 colonne segmentate (9+2). Nei pazienti
con PDK, i due microtubuli centrali sono assenti (9+0). Okada e colleghi hanno dimostrato che la presenza
dei due microtubuli centrali & associata al successo della fertilizzazione (Okada et al., 1999). La policistina é
una proteina espressa nelle ciglia e nei flagelli, pertanto anomalie a carico di quest’ultima determinano
infertilita (lo spermatozoo affetto ha una motilita limitata) senza alterazione della spermatogenesi.

Inoltre I’insorgenza di uremia nel pazienti con PDK puo compromettere gravemente la loro fertilita.
In uno studio di Xu e colleghi, la fertilita di 40 pazienti con uremia e stata paragonata a quella di 40 soggetti
dopo trapianto renale e 40 controlli normali. Gli autori riportano che I’indice di fertilita (indice ottenuto dalla
moltiplicazione tra densita, motilita e morfologia nemaspermica, che rappresenta il numero di spermatozoi
con motilita progressiva e normale morfologia in ogni ml di campione seminale) nei pazienti con uremia
(0.23) era significativamente piu basso rispetto ai controlli (13.2). L’indice di fertilita dei soggetti con
trapianto renale era piu vicina ai controlli normali due anni dopo il trapianto (9.23) (Xu et al., 2009).

Infine, non e presente in letteratura una consistente associazione tra infertilita e carcinoma a cellule
renali. Nel 2010 é stato pubblicato un case-report a tale riguardo, tuttavia I’infertilita non é considerata una
manifestazione riconosciuta di tale condizione (McKelvey et al., 2010). Un altro case-report ha mostrato una
possibile associazione tra azoospermia ed insufficienza renale acuta, con reversibilita della funzione

spermatica quattro mesi dopo la normalizzazione della funzione renale (Eldar et al., 2008).



Patologie autoimmuni

Le patologie autoimmunitarie sono, in generale, piu frequenti nel sesso femminile. Le nuove terapie
permettono una migliore prognosi e una migliore qualita della vita per i pazienti affetti, rendendo il tema
dell’infertilita di attuale interesse. Anche se i dati non sono molti e sono spesso contrastanti, i pazienti di
sesso maschile affetti da patologie autoimmunitarie presentano una ridotta capacita riproduttiva, le cui cause
sono solitamente multifattoriali.

I meccanismi alla base della ridotta fertilita in questi pazienti comprenderebbero: tossicita da
farmaci; presenza di anticorpi anti-spermatozoo, spesso riscontrabili in questi pazienti [nel siero, nel liquido
seminale o sulla superficie degli spermatozoi (Arap et al., 2007)]; lesioni immunopatologiche del testicolo,
che potrebbero derivare da meccanismi cellulari T-mediati (Tung&Teuscher, 1995; Rival et al., 2005);
aneuploidie (Fu et al., 2012); danno testicolare secondario a vasculiti in patologie autoimmuni quali la
poliartrite nodosa, il morbo di Behcget, la porpora e I’artrite reumatoide; ridotto desiderio sessuale e
limitazioni fisiche/meccaniche (Gallinaro et al., 2012; Sariyildiz et al., 2013); fattori psicosociali ed eta.

Relativamente alle patologie reumatiche, una revisione sistematica della letteratura riassume le
principali evidenze sulla correlazione con [I’infertilita maschile. In questi pazienti, il trattamento
farmacologico € probabilmente il principale fattore determinante la disfunzione gonadica (Freire et al.,
2006). Nel lupus eritematoso sistemico (LES) sono stati riscontrati ridotte concentrazioni sieriche di inibina
B, correlati con ridotta concentrazione e motilita totale degli spermatozoi e con elevati livelli di LH ed FSH
(Suehiro et al., 2008). Inoltre, alterazioni della funzione sessuale, in particolare deficit della funzione erettile,
sono state riportate nel 20% dei casi, unitamente a ridotto volume testicolare nel 38% e anomalie dei
parametri del liquido seminale nel 48% in associazione con il trattamento con ciclofosfamide (Silva et al.,
2009). Anticorpi anti-spermatozoo 1gG nel siero sono stati riscontrati nel 15% dei pazienti affetti da LES e
anticorpi anti DNA nel 42% (D’Cruz et al., 1994). Uno studio di Dillon e colleghi, dopo analisi del cariotipo
di 316 pazienti con LES, ha evidenziato aneuploidie nel 2.5% dei casi, con nessun caso nel gruppo di
controllo (Dillon et al., 2012).

Moraes e colleghi hanno valutato 5 pazienti con dermatomiosite e 10 controlli sani, con riscontrodi
teratozoospermia in tutti i pazienti malati e presenza di anticorpi anti-spermatozoo in uno (Moraes et al.,
2008). Uno studio laterale ha valutato la fertilita in 10 pazienti affetti da dermatomiosite confrontati a 10
controlli sani; i pazienti con patologia autoimmunitaria presentavano una riduzione della concentrazione,
della motilita e delle forme normali (Moraes et al., 2010).

Gli studi realizzati su pazienti con artrite reumatoide sono pochi, ma suggeriscono una correlazione
con ridotte concentrazioni sieriche di testosterone ed elevati livelli di LH ed FSH; alterazioni della sfera
sessuale, in particolare deficit della funzione erettile e/o riduzione della libido (Gordon et al., 1986);
contrastanti appaiono i risultati riguardo la possibile correlazione con anticorpi-antispermatozoo (Shiraishi et
al., 2009).



Nei pazienti con spondilite anchilosante e stata evidenziata una relazione significativa con lo
sviluppo di varicocele (Nukumizu et al., 2012). Studi successivi hanno mostrato nessun coinvolgimento della
funzione sertoliana e nessun impatto delle terapie anti-TNF (Paschou et al., 2009; Almeida et al., 2013).

Uno studio ha valutato 162 soggetti affetti da morbo di Behcget e 48 controlli sani non rilevando
significative relazioni con ridotta fertilita maschile (Uzunaslan et al., 2014).

Esistono pochi dati riguardo il possibile ruolo degli anticorpi nelle condizioni di tiroidite
autoimmune sulla fertilita maschile, con evidenze spesso contraddittorie. Uno studio di Trummer e colleghi
che ha valutato 305 uomini infertili, ha evidenziato una relazione tra positivita per AbTPO e alterazioni dei
parametri del liquido seminale (Trummer et al., 2001), tuttavia questo studio non chiarisce un possibile
effetto diretto da parte degli anticorpi sui parametri spermatici o il possibile ruolo di altri fattori, ad esempio
la presenza di Ab-antispermatozoo, ipotesi peraltro supportata dallo studio di Paschke e coll. (Paschke et al.,
1994). Nessuna relazione invece & stata evidenziata nello studio di Poppe e coll. condotto su 299 uomini
suddivisi in due gruppi in relazione alla qualita spermatica, mediante determinazione delle concentrazioni
sieriche di ormoni tiroidei e autoAb (Poppe et al., 2006).

L’infertilita rappresenta una possibile manifestazione della sindrome polighiandolare autoimmune
(SPA) di tipo I. Uno studio di Landegren e coll., ha dimostrato che TGM4 (autoantigene espresso in modo
specifico nell’epitelio prostatico di uomini, a partire dalla fase puberale) potrebbe avere un significato
rilevante nel determinismo della subfertilita di questi pazienti (Landegren et al., 2015). In particolare, studi
su topi deficienti per il gene AIRE hanno dimostrato mancata tolleranza per I’antigene TGM4, supportando
I’eziologia autoimmunitaria della subfertilita nei topi AIRE-negativi (Landegren et al., 2015).

L’associazione tra morbo celiaco e infertilita maschile & controversa in letteratura; sebbene vi siano
studi che non dimostrano alcuna relazione, altri, come quello condotto da Khoshbaten e colleghi valutando
100 coppie con infertilita inspiegata tramite ricerca di anticorpi anti-transglutaminasi, mostrano una
maggiore siero-prevalenza di morbo celiaco in pazienti infertili (Khoshbaten et al., 2011).

Anticorpi anti-FSH potrebbero essere responsabili di anomalie dei parametri spermatici in uomini
con infertilita idiopatica (Jian Wang et al., 2008), mentre anticorpi diretti contro le cellule ipofisarie
gonadotropino-secernenti potrebbero essere responsabili per lo piu di un ipogonadismo ipogonadotropo (De
Bellis et al., 2007).

Come gia evidenziato, il ruolo probabilmente piu importante nel determinismo dell’infertilita
maschile in corso di patologie autoimmuni é di tipo indiretto, ovvero legato all’impiego di particolari farmaci
(Freire et al., 2006). Le evidenze principali riguardano gli agenti alchilanti (ciclofosfamide e clorambucile),
che in molti casi risultano associati a condizioni di infertilitd irreversibile con oligozoospermia o
azoospermia (Tabbara, 1983; Dooley & Nair, 2008). La monoterapia con metotrexato non induce, di regola,
infertilita nell’uomo (Ostensen et al., 2006); anomalie spermatiche possono tuttavia presentarsi in alcuni casi,
che spesso si risolvono dopo sospensione della terapia (Howell et al., 1999). La sulfasalazina pud indurre
quadri di oligozoospermia, astenozoospermia, teratozoospermia (Ostensen, 2004), con possibile ruolo

causale della sulfapiridina, metabolita del farmaco (Meirow et al., 2005), e dello stress ossidativo (Alonso et
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al., 2009). Wetzels (2004) ha evidenziato una chiara relazione tra durata del trattamento con ciclofosfamide o
la dose cumulativa e il rischio di azoospermia; tale rischio e evidente alle dosi cumulative superiori a 300
mg/kg, anche se spesso sono tollerate dosi superiori. Questi dati derivano da cinque studi condotti su pazienti
sottoposti a terapia con ciclofosfamide per sindrome nefrosica idiopatica, dopo molti anni dalla fine del
trattamento, e valutando la conta spermatica (Hsu et al., 1979; Bogdanovic et al., 1990). Tuttavia la
maggioranza dei pazienti coinvolti in questi studi sono stati trattati in fase prepubere e, considerato che
guesto potrebbe ridurre il rischio di azoospermia (Rivkees & Crawford, 1988), tali dati potrebbero non essere
applicabili a pazienti adulti. Il danno testicolare attribuibile all’impiego di agenti alchilanti é stato descritto,
gia dagli anni settanta,a carico dei parametri spermatici convenzionali e delle cellule del Sertoli (Etteldorf et
al., 1976; Qureshi et al., 1972).

| dati riguardanti gli effetti sui parametri spermatici di pazienti in trattamento con farmaci biologici
non sono numerosi, tuttavia non sembrano esserci effetti rilevanti sulla fertilita di questi soggetti.

La crioconservazione del seme rappresenta I’unica opzione valida, al momento, per adulti e
adolescenti in fase post-puberale prima dell’avvio a terapia con agenti citotossici (Ostensen et al., 2004;
Revel et al., 2008; Ranganathan et al., 2002; Bashore, 2007).

Patologie oncologiche

L’innovazione delle strategie terapeutiche in ambito oncologico ha determinato un aumento del tasso
di sopravvivenza a 5 anni degli onco-pazienti giovani. In particolare, il registro EUROCARE-5 ha mostrato
un tasso di sopravvivenza a 5 anni dell’88.6%, del 59.4% e dell’80.8% rispettivamente nei pazienti affetti da
tumore testicolare, linfoma non-Hodgkin (NHL) e linfoma di Hodgkin (HL), diagnosticati tra il 2000 ed il
2007. Per il carcinoma della prostata e della vescica sono stati riportati tassi di sopravvivenza rispettivamente
dell’88.6% e del 60.0%, mentre per il carcinoma gastrointestinale esso varia dal 48 al 59% (Caponecchia et
al., 2016).

L’aumento del tasso di sopravvivenza si associa al bisogno di migliorare la qualita di vita di questi
pazienti: per gli uomini in eta riproduttiva uno degli aspetti chiave in tal senso riguarda il desiderio di
paternita. Gli studi hanno dimostrato che piu del 50% di questi giovani maschi desidera una paternita dopo il
trattamento e, considerati solo coloro che al tempo della diagnosi non hanno avuto figli, questa percentuale
sale al 75% (Vakalopoulos et al., 2015).

Le patologie neoplastiche possono ripercuotersi negativamente sulla capacita riproduttiva del
soggetto di sesso maschile mediante un meccanismo diretto, ossia dovuto alla presenza stessa della
neoplasia, anche se gli studi in tal senso mostrano risultati contrastanti. Piu evidenti sono gli effetti
gonadotossici del trattamento radio- e/o chemio-terapico somministrato al paziente (meccanismo iatrogeno o
indiretto). Tali effetti dipendono dal tipo di farmaco e dalla dose utilizzati (Trost & Brannigan, 2012).

Inoltre, anche alcune strategie chirurgiche possono condizionare negativamente la fertilita maschile.



La Societa Americana di Medicina della Riproduzione (ASRM) e la Societa Americana di Oncologia
Clinica (ASCO) raccomandano formalmente non solo di informare i pazienti riguardo gli effetti delle terapie
oncologiche sulla fertilita, ma anche di consigliare soluzioni per preservarla (Loren et al., 2013; Practice
Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 2013).

Di seguito verranno esaminati meccanismi ed evidenza di alterazione dei parametri spermatici nei
pazienti oncologici, prima e dopo il trattamento specifico, e saranno brevemente prese in esame le strategie
preventive consigliate dalla ASRM e dalla ASCO. | tumori testicolari sono esclusi dalla trattazione in quanto
discussi altrove.

Meccanismi diretti

Le patologie neoplastiche sono potenzialmente in grado di alterare la fertilita maschile attraverso un
gran numero di meccanismi, tra cui (i) I’alterazione dello stato nutrizionale ed endocrino, (ii) I’induzione di
uno stato ipermetabolico promosso dalle stesse cellule neoplastiche, dovuto alla loro rapida proliferazione ed
apoptosi, e (iii) la produzione di metaboliti spermatotossici. In particolare, le patologie neoplastiche che
comportano una deficienza di vitamine, minerali ed elementi in tracce aventi un ruolo cruciale nel
mantenimento della spermatogenesi, possono contribuire all’infertilita maschile alterando aspetti che vanno
dallo sviluppo testicolare alla qualita della spermatogenesi. Inoltre, i tumori possono promuovere una
risposta autoimmunitaria inducendo la produzione di anticorpi anti-spermatozoo, alterando la motilita o
rilasciando citochine che danneggiano le cellule germinali o del Leydig. Anche la febbre (solitamente
associata al HL) puo influire negativamente sui parametri spermatici, in maniera proporzionale alla gravita
dell’iperpiressia (Vakalopoulos et al., 2015).

Tali conoscenze teoriche non trovano sempre un riscontro pratico. | dati pubblicati in letteratura sono
molto eterogenei, e soltanto una parte degli studi riguardanti i parametri spermatici nei pazienti oncologici
prima di sottoporsi a terapia riporta I’evidenza di alterazioni seminali. Non esistono studi di meta-analisi a
riguardo. Tra i trial clinici condotti su pazienti affetti da HL, quello di Paoli e colleghi presentano la casistica
pill ampia sin ora esaminata in letteratura (n= 519). Lo studio riporta una percentuale di pazienti
oligozoospermici del 25% ed azoospermici del 2.9% sull’intera coorte esaminata, dato deponente per la
presenza di un basso grado di ripercussione della malattia sui parametri spermatici. Inoltre, i pazienti con
malattia in stadio iniziale (I-11) presentavano un piu basso volume e numero totale rispetto ai pazienti con
malattia in stadio avanzato (l11-1V), pur rimanendo tali valori nel range di normalita. Nella coorte di pazienti
in stadio I-11, coloro che manifestavano febbre, sudorazione e perdita di peso, presentavano concentrazione,
numero totale, motilita e percentuale di forme normali piu basse rispetto a quelli senza sintomi (Paoli et al.,
2016). Pertanto, i parametri spermatici nei pazienti affetti da HL sembrerebbero essere influenzati dalla
presenza di sintomi e dallo stadio (parametri peggiori nei pazienti con stadio precoce). Gli studi precedenti
mostrano dati contrastanti: alcuni riportano la presenza di normozoospermia nel 50% dei pazienti con HL
esaminati, altri invece descrivono un alto grado di alterazione dei parametri spermatici. Tali studi comunque

sono stati condotti su casistiche piu piccole.



Infine, lo studio di Caponecchia e colleghi, condotto su 236 pazienti neoplastici, di cui 128 con
tumore testicolare, 68 con neoplasie ematologiche, 40 con tumori in altre sedi (polmone, laringe, prostata,
apparato gastroenterico, encefalo, tiroide, milza, tessuto osseo) e 102 controlli fertili, non ha osservato una
differenza significativa della conta spermatica tra i pazienti con carcinoma testicolare e quelli con neoplasia
ematologica, ma entrambi i gruppi presentavano una concentrazione spermatica ed una percentuale di forme
normali significativamente piu basse rispetto ai pazienti con neoplasie in altre sedi. | pazienti con tumore
testicolare avevano inoltre una motilita progressiva ridotta rispetto al gruppo di pazienti con neoplasie in
altre sedi. Infine, i pazienti con neoplasia ematologica presentavano una conta spermatica di globuli bianchi
significativamente piu alta rispetto agli altri gruppi. | dati di questo studio inoltre non hanno rilevato un
peggioramento dei parametri spermatici in funzione dello stadio (Caponecchia et al., 2016).

In conclusione, sebbene i meccanismi teorici responsabili di alterazione dei parametri spermatici nei
pazienti con patologia neoplastica sono molteplici, i dati presenti in letteratura sono contrastanti. Non sicure
alterazioni dei parametri spermatici sono riscontrabili in questi pazienti. Le neoplasie testicolari ed
ematologiche potrebbero avere un grado di ripercussione negativa maggiore rispetto alle altre neoplasie sui
parametri spermatici.

Meccanismi indiretti

I meccanismi indiretti comprendono la chirurgia, la radioterapia, la chemioterapia e la terapia
ormonale.
Chirurgia

Tra le tecniche chirurgiche aventi una ripercussione negativa sulla fertilita maschile si annovera la
prostatectomia radicale, eseguita per carcinoma della prostata e determinante invariabilmente aneiaculazione
e conseguente azoospermia ostruttiva. La prostatectomia inoltre puo esitare in disfunzione erettile di grado
variabile, influenzando la capacita dell’individuo di avere un rapporto sessuale.

Il carcinoma vescicale puo essere trattato chirurgicamente con la cistoprostatectomia, determinando le
stesse conseguenze della prostatectomia radicale.

Il carcinoma penieno é trattato chirurgicamente con I’escissione che pud consistere nella penectomia
totale o parziale, con conseguente impossibilita ad avere dei rapporti sessuali (Polland & Berookhim, 2016).
Radioterapia

La radioterapia puo danneggiare la fertilita maschile. Il danno puo essere dovuto alla radiazione diretta
del tessuto testicolare o, piu frequentemente, i testicoli possono risentire degli effetti della radioterapia
somministrata per il trattamento di tumori viciniori (es. carcinoma prostatico, carcinoma vescicale). In questi
casi, possono essere adottati sistemi di protezione meccanica (conchiglia) che riducono la radiazione
testicolare.

L’effetto gonadotossico della radioterapia dipende dalla dose e dal suo frazionamento. Infatti, il
frazionamento della dose € piu dannoso rispetto ad un trattamento con dose equivalente somministrato con
singola dose. Effetti avversi sulla spermatogenesi cominciano ad insorgere alla dose di 0.1-1.2 Gy, con

danno irreversibile alla dose di 4 Gy. Le cellule di Leydig sono maggiormente resistenti al danno da
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radiazioni, riportando un danno per dosi di 14-20 Gy. Sebbene il recupero della spermatogenesi cominci
circa 9 mesi dopo il trattamento, una dose piu accuratamente frazionata, tecniche di somministrazione piu
avanzate e strategie volte a proteggere le gonadi permettono un completo recupero della spermatogenesi in 9-
12 mesi dopo dosi di 1 Gy, 30 mesi dopo dosi di 2-3 Gy e 5 anni per dosi sino a 4 Gy (Vakalopoulos et al.,
2015). Altri studi di revisione della letteratura riportano un completo recupero in 10-18 mesi per dosi di 35-
50 cGy (Trottman et al., 2007).

Non é chiaro quale sia il limite massimo oltre il quale si verifichi una azoospermia persistente; dosi
superiori ad 1.2 Gy si associano ad un incremento del tempo di recupero della spermatogenesi. Il trattamento
combinato radio-chemioterapico induce un effetto gonadotossico piu rilevante rispetto ad un trattamento
singolo. La radioterapia, oltre ad influire sulla concentrazione nemaspermica, incrementa il tasso di
frammentazione del DNA (che puo rimanere elevato per oltre due anni dal trattamento). Questo determina
una alterazione dei tassi di gravidanza dopo il recupero degli spermatozoi (Vakalopoulos et al., 2015).

La brachiterapia é un trattamento alternativo alla radioterapia esterna per il carcinoma della prostata e
permette una radiazione testicolare inferiore a 20 cGy, valore ritenuto troppo basso per avere significative
ripercussioni sul tessuto testicolare (Tran et al., 20015).

Anche la terapia radiometabolica somministrata per il trattamento del carcinoma differenziato della
tiroide pud avere ripercussioni negative sulla fertilita maschile, specie quando il trattamento viene
somministrato in eta pediatrica. Le linee guida della Associazione Americana Tiroidea (ATA) del 2015 sul
carcinoma tiroideo in etd pediatrica raccomandano di evitare tentativi di concepimento per almeno 4 mesi
dalla terapia radiometabolica. Nei maschi in eta postpuberale e stato osservato un rialzo dell’FSH che puo
persistere anche per oltre 18 mesi dalla esposizione alla terapia; I’attivita cumulativa dello I*3! puo portare a
ridotta spermatogenesi, senza interferire sulla produzione di testosterone. | testicoli postpuberali sembrano
essere piu vulnerabili rispetto a quelli del prepubere agli effetti tossici della terapia. Pertanto, i maschi di eta
postpuberale dovrebbero essere avvisati e dovrebbe essere suggerito il criocongelamento del seme per coloro
esposti ad una dose cumulativa >400 mCi (14.8 GBq) (Francis et al., 2015).

Chemioterapia

Gli effetti gonadotossici dei chemioterapici sono dovuti all’azione che questi farmaci hanno sulle
cellule rapidamente proliferanti. Gli effetti dei chemioterapici sui parametri spermatici dipendono dal tipo di
farmaco, dal dosaggio, dalla qualita di partenza del liquido seminale, dalla sede della tossicita specifica sul
ciclo spermatogenetico. Le mutazioni che si verificano negli spermatogoni in stadio di maturazione precoce
causano un danno permanente della spermatogenesi in confronto alle mutazioni insorgenti negli
spermatogoni in fase di maturazione tardiva, che determinano invece un danno spermatogenetico transitorio.

Molti chemioterapici attraversano la barriera emato-testicolare e danneggiano le cellule germinali
direttamente o causando fibrosi e ialinizzazione del tessuto interstiziale del testicolo. Gli studi di revisione
della letteratura suddividono i chemioterapici in funzione del danno che essi hanno sulla spermatogenesi. Si
distinguono quelli in grado di dare azoospermia prolungata o permanente, tra cui il clorambucil (1.4 g/m?), il

cisplatino, il carboplatino, la ciclofosfamide (19 g/m?), la procarbazina (4 g/m?) ed il melfalan (140 g/m?). La
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carmustina e la lomustina possono dare azoospermia in eta adulta, specie quando sono somministrati prima
della puberta. 1l busulfano (600 mg/m?), I’actinomicina-D, I’ifosfamide (42 g/m?) e le mostarde azotate
danno azoospermia, specie quando somministrati in combinazione ad altri chemioterapici. La doxorubicina
(770 mg/m?), il tiotepa (400 mg/m?), la citarabina (1 g/m?), la vinblastina (50 g/m?) e la vincristina (8 g/m?),
guando usati da soli, possono causare una riduzione temporanea della conta spermatica; insieme ad altri
agenti sopracitati, invece, possono determinare azoospermia. Gli antimetaboliti (bleomicina, fluorouracile, 6-
mercaptopurina, tioguanina, metotrexate) e I’etoposide, quando usati nei regimi convenzionali, causano solo
una temporanea diminuzione della conta spermatica. In combinazione ad altri agenti sopracitati, possono
causare azoospermia. 1l prednisone (utilizzato in combinazione ai chemioterapici) difficilmente ha un affetto
sulla spermatogenesi. L’interferone infine non ha alcun effetto (Vakalopoulos et al., 2015; Zavras et al.,
2016).

I chemioterapici quindi possono danneggiare in maniera piu 0 meno grave le cellule del Sertoli, con
ripercussioni negative sulla fertilita maschile. Possono inoltre danneggiare il DNA spermatico, con rischio di
aborto e malformazioni fetali. Lo stadio di maturazione della cellula germinale, oltre che il tipo di
chemioterapico, influiscono sulla natura della mutazione genetica. Alcuni autori suggeriscono pertanto di
posporre una gravidanza da 3 mesi ad 1 anno dal trattamento chemioterapico per ridurre il rischio di
malformazioni (Tran et al., 2015).

Terapia ormonale

Anche la terapia ormonale puo avere delle ripercussioni sulla fertilita. La deprivazione androgenica,
utilizzata piu comunemente per il trattamento del carcinoma della prostata, elimina il testosterone
intratesticolare causando azoospermia 0, meno comunemente, oligozoospermia dopo il trattamento. Mentre
uno studio condotto sul modello animale dimostra il ripristino della fertilita al termine della terapia con
antagonista del GnRH, i pochi studi condotti sull’uomo suggeriscono che il blocco androgenico prolungato
causa una alterazione potenzialmente irreversibile sulla funzione delle cellule di Leydig (Tran et al., 2015).
Prevenzione

Sia la ASCO (Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 2013) che la
ASRM (Loren et al., 2013) hanno promulgato delle linee guida nelle quali vengono discusse e raccomandate
le strategie di prevenzione della fertilita da attuare prima dell’inizio del trattamento oncologico.

La criopreservazione del liquido seminale rappresenta il metodo piu utilizzato. Essa € efficace nei
pazienti in eta puberale ed adulta, mentre non puod essere applicata in eta prebuberale. Nei pazienti incapaci
ad eiaculare, possono essere considerate alcune opzioni terapeutiche per criopreservare il seme, tra cui (i)
I’utilizzo di inibitori della fosfodiesterasi-5 (comunemente utilizzati per il trattamento della disfunzione
erettile), (ii) la stimolazione vibratoria, (iii) I’elettroeiaculazione (eseguita in anestesia mediante applicazione
di una sonda transrettale), (iv) a-agonisti in coloro affetti da eiaculazione retrograda, (v) criopreservazione
del seme estratto chirurgicamente, mediante aspirazione percutanea epididimaria (PESA), testicolare
(TESA), estrazione testicolare (TESE) o aspirazione microchirurgica epididimaria (MESA) (Loren et al.,
2013).
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I bambini e gli adolescenti rappresentano una categoria a parte. Per i pazienti andati incontro a puberta
con inizio della produzione degli spermatozoi, la terapia oncologica pud danneggiare la fertilitd. Molti fattori
non consentono I’attuazione di strategie di prevenzione della fertilita in questi pazienti per I’assenza di
programmi terapeutici adeguati nelle cliniche pediatriche, mancanza di conoscenza circa la vulnerabilita di
questi pazienti alle terapie oncologiche, disagio nel discutere della salute riproduttiva del paziente con i
genitori (Loren et al., 2013).

Per i pazienti in eta prepuberale le linee guida della ASCO del 2013 (Practice Committee of the
American Society for Reproductive Medicine, 2013) raccomandano la criopreservazione del tessuto

gonadico, metodo tuttavia considerato ancora sperimentale.

Malattie endocrine

L’incidenza delle endocrinopatie primarie nei maschi infertili e inferiore al 3% ed é rara nei maschi
con concentrazione nemaspermica superiore a 5 milioni/ml. Comungue, quando viene diagnosticata una

endocrinopatia, il trattamento ormonale specifico da’ spesso risultati soddisfacenti (Dale McClure, 1987).

Cause endocrine di infertilita

Le principali cause endocrine di infertilita sono riportate nella Tabella 2.

Tabella 2. Cause di ipogonadismo

e Ipogonadismo primario (sindromi ipergonadotrope)
o Anomalie cromosomiche
Distrofia miotonica
Anorchia bilaterale (sindrome del testicolo scomparso)
Sindrome a sole cellule di Sertoli
Sostante gonadotossiche (farmaci, radiazioni)
Orchite
Malattie sistemiche (epatiche, renali, anemia a cellule falciformi)
o Deficitaria sintesi o azione degli androgeni
e Ipogonadismo centrale (sindromi ipogonadotrope)
o Eunucoidismo ipogonadotropo
Deficit isolato di LH
Deficit isolato di FSH
Malattia ipofisaria
Androgeni, estrogeni, glucocorticoidi (eccesso endogeno/esogeno)
Iperprolattinemia
Emocromatosi

O O0OO0OO0OO0OOo

O O0OO0OO0OO0OOo

Ipogonadismo primario

I livelli di FSH ed LH sono aumentati, mentre i livelli di T sono ai limiti bassi della norma o ridotti.

In molti casi I’eziologia e genetica (es. sindrome di Klinefelter). Non esiste un trattamento per la
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conseguente infertilita, ad eccezione di alcune forme acquisite (insufficienza renale, anemia falciforme),

nelle quali la somministrazione di zinco pud migliorare la conta spermatica (Mahajan et al., 1982).

Ipogonadismo centrale

I livelli di FSH, LH e T sono ridotti. L eunucoidismo si riscontra quando I’ipogonadismo insorge
prima della puberta. La sindrome di Kallmann é dovuta ad una perdita congenita della secrezione di GnRH.
Quando I’ipogonadismo si verifica dopo la puberta, bisogna escludere la presenza di una tumore ipofisario o
ipotalamico mediante indagine radiologica (TC della ipofisi) e attraverso la valutazione dei livelli sierici di

prolattina.

I maschi infertili affetti da ipogonadismo ipogonadotropo possono essere trattati con hCG (3 x 2000
Ul/settimana), sequita da hCG + hMG (2 x 150 Ul/settimana). Una precedente terapia con androgeni non
altera la risposta al trattamento. Nei casi con criptorchidismo e piu difficile raggiungere la fertilita (Finkel et
al., 1985). Uno studio non randomizzato ha confrontato gli effetti della terapia combinata con GnRH
pulsatile (4-8 pg sotto cute ogni 2 ore), somministrato usando una pompa portatile, ed hCG (3 x 2500
Ul/settimana), somministrato per via intra muscolare, con quelli del trattamento combinato hCG-hMG.
L’incremento del volume testicolare e della conta spermatica é stato raggiunto piu rapidamente nel gruppo
trattato con GnRH rispetto a quello trattato con hMG (Schopohl et al., 1991). Secondo uno studio non
controllato, in caso di perdita di risposta all’hMG, la sensibilita delle gonadi all’nMG potrebbe migliorare
dopo somministrazione dell’ormone della crescita (3 x 4 Ul/settimana) (Shoham et al., 1992). In un paziente
azoospermico ipofisectomizzato abbiamo osservato un incremento dell’IGF-1 nel liquido seminale dopo
trattamento con hCG-hMG. La terapia adiuvante con ormone della crescita aumenta I’IGF-1 nel sangue ma

non nel liquido seminale.

Eccesso di glucocorticoidi

Una ridotta spermatogenesi puo verificarsi in presenza di sindrome di Cushing o in caso di
ipercortisolismo iatrogeno. Nella malattia di Cushing, gli elevati livelli plasmatici di cortisolo possono
deprimere la secrezione di LH causando disfunzione testicolare secondaria (Luton et al., 1977). La
somministrazione acuta o cronica di glucocorticoidi induce una riduzione del T senza un incremento
compensatorio dei livelli di LH (McAdams et al., 1986). Un miglioramento della fertilita (senza effetto sullo
sperma) é stato comunque osservato dopo somministrazione di prednisone ad una dose compresa da 40 ad 80

mg per 10 giorni/mese per 9 mesi, prescritta in presenza di anticorpi anti-spermatozoo (Hendry et al., 1990).

Iperprolattinemia

Il calo della libido, associato a cefalea, disturbi del visus e galattorrea (dal 14% al 33% dei casi)

suggeriscono una iperprolattinemia. Quest’ultima rappresenta un’insolita causa di infertilita e la prolattina
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non dovrebbe essere routinariamente richiesta nell’iter diagnostico dell’infertilita a meno che non sia
presente anche impotenza o galattorrea e/o bassi livelli di T con livelli di LH normale-basso. Il recupero
della fertilita, cosi come quello della funzione erettile, puod avvenire dopo trattamento chirurgico o medico
(es. bromocriptina) (Segal et al., 1976; Cunnah et al., 1991).

Iperplasia surrenalica congenita

Nelle forme lievi di deficit di 21-idrossilasi, I’eccessiva produzione di ACTH conseguente alla
sintesi deficitaria di cortisolo stimola la corteccia surrenalica alla produzione di androgeni, determinando
puberta precoce ed anomalo accrescimento penieno (Urban, 1978). Le gonadotropine risultano essere
soppresse a causa dell’aumento degli steroidi; cido comporta, in alcuni casi, oligozoospermia o arresto della
spermatogenesi. Il 17-idrossiprogesterone e I’androstenedione sono incrementati. La fertilitd pud essere

ripristinata mediante il trattamento con glucocorticoidi (Bonaccorsi et al., 1987).
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Fattori di rischio: steroidi anabolizzanti

Gli steroidi androgeni anabolizzanti (AAS, dall’inglese Androgenic-Anabolic Steroids)
rappresentano una delle numerose categorie farmacologiche la cui azione si estrinseca a livello della
fertilita maschile. Con il termine di AAS si intendono tutti 1 derivati sintetici del testosterone,
sintetizzati in laboratorio per scopi diversi ma frequentemente “abusati” in ambito sportivo al fine di
migliorare la performance atletica. Sebbene esistano diverse tipologie di attivita sportiva, gli
androgeni anabolizzanti rappresentano una delle sostanze piu frequentemente abusate dagli atleti:
facilitando un aumento della forza e della massa muscolare, ¢ contribuendo al contempo a ridurre la
massa grassa, gli AAS consentono di migliorare numerosi parametri metabolici, possibilmente
esitando in un migliore risultato sportivo. Le evidenze scientifiche in letteratura non sempre sono
rappresentative dei veri protocolli di doping: difatti, molto spesso gli atleti ricorrono a miscele di
sostanze, nella speranza di aumentare gli effetti positivi delle sostanze assunte senza incorrere in
spiacevoli effetti collaterali. Va tenuto presente che nell’ambito di tale protocolli dopanti si fa spesso
uso di piu AAS contemporaneamente e a dosaggi elevati, che possono arrivare a 10-15 volte i dosaggi
terapeutici. Inoltre, gli AAS spesso sono alternati tra di loro e quando sono interrotti, spesso vengono
sostituti da altri prodotti dopanti la cui funzione dovrebbe essere quella di riattivare la produzione
endogena di testosterone quali hCG e clomifene citrato. Non da sottovalutare il fatto che accanto agli
AAS vengano spesso associati altri farmaci dopanti.

Il doping non ¢ esclusivamente appannaggio del mondo dell’attivita agonistica: numerosi atleti
“amatoriali” ricorrono agli AAS o ad altri ormoni al fine di incrementare i risultati dell’allenamento,
o nel tentativo di migliorare I’aspetto fisico [1]. Nella popolazione generale, si stima che circa il 3-
4% degli uomini e 1’1.6% delle donne abbia fatto ricorso ad AAS [2,3]; questa percentuale raggiunge
proporzioni allarmanti fra gli atleti, con vette intorno al 15-25% in alcune nazioni [4]. In
considerazione della vera e propria “epidemia di doping” e delle numerose evidenze scientifiche a
sostegno del ruolo degli AAS nella patogenesi dell’infertilita di coppia, ¢ fondamentale non
tralasciare questo fattore di rischio durante la raccolta anamnestica.

Nell’uomo, I’assunzione di androgeni esogeni, ed in particolare di testosterone, induce un feedback
negativo sull’asse ipotalamo-ipofisi-testicolo: questo feedback si manifesta come un ipogonadismo
ipogonadotropo derivante dal mancato stimolo alla produzione delle gonadotropine ipofisarie LH ed
FSH [5]. Valori normali di testosteronemia sono spesso riscontrati nella valutazione ematochimica
come conseguenza dell’assunzione di testosterone esogeno; tuttavia, il riscontro di basse
concentrazioni di LH ed FSH deve essere un campanello d’allarme, soprattutto qualora il dato

ormonale sia accompagnato da un riferito problema di fertilita. In tal senso, va tenuto presente che



I’utilizzo di AAS si estende oltre il testosterone e che in caso di assunzione di altri tipi di AAS, il
clinico puo trovarsi di fronte a valori di LH, FSH e testosterone marcatamente bassi pur in assenza di
segni e sintomi caratteristici. Il mancato stimolo da parte dell’FSH comporta una soppressione della
spermatogenesi, clinicamente manifesta sottoforma di oligo- o azoospermia, il cui ripristino puo
richiedere tempi persino superiori ai due anni dalla sospensione degli AAS [6]: 1 meccanismi che
giustificano tale ritardo nel ritorno ad una normale spermatogenesi sono sia la presenza di fenomeni
di accumulo, sia ’interazione irreversibile con il recettore degli androgeni da parte degli AAS. E
tuttavia possibile che la spermatogenesi non ritorni mai alla normalita [7]; possibili preesistenti
condizioni favorenti I’infertilita possono essere concausa di questo mancato ritorno alla norma [8].
Schemi terapeutici con clomifene citrato, tamoxifene o anastrozolo possono essere utilizzati al fine
di facilitare il ripristino di un normale assetto ormonale [9]. All’esame obiettivo, 1’inibizione
prolungata dell’asse ipotalamo-ipofisi-testicolo comporta una diminuzione del volume testicolare,
conseguente al mancato stimolo proliferativo nei confronti del compartimento sertoliano [10]. I
pazienti che sviluppano ipogonadismo indotto da steroidi manifestano, oltre alle alterazioni della
spermatogenesi, condizioni analoghe alle tradizionali forme di carenza androgenica: disturbi della
sfera sessuale, con calo della libido e disfunzione erettile, sono frequentemente associati a riduzione
della forza muscolare, aumento della massa grassa e minore sopportazione della fatica.

Nelle donne 1’utilizzo di AAS provoca risultati sicuramente piu evidenti rispetto agli uomini in
termini di guadagno e di forza muscolare in quanto fisiologicamente esposte a livelli di testosterone
decisamente piu bassi. Da altra parte, nelle donne gli AAS sono anche in grado di provocare effetti
collaterali decisamente piu significativi con amenorrea, irsutismo, atrofia del seno, ipertrofia
clitoridea, abbassamento del tono della voce e virilizzazione. Non pochi sono 1 casi di atlete della
DDR nelle quali I’assunzione per anni AAS a dosaggi elevati ha provocato tali cambiamenti fisici da

spingere I’ex-atleta al cambio di sesso.
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FATTORI OCCUPAZIONALI E AMBIENTALI

Negli ultimi anni in letteratura ¢ stato messo in evidenza come l'esposizione all’inquinamento
fisico-chimico possa avere effetti deleteri sulla spermatogenesi. Molti principi attivi e solventi
contenuti, ad esempio, nei preparati antiparassitari di uso comune sono, in base ad evidenze
sperimentali, ritenuti probabili agenti nocivi per il sistema riproduttivo umano. Le informazioni
sperimentali raccolte sull'animale sono tuttavia difficili da applicare all'uomo, per le note differenze
tra specie, nell'assorbimento e nel metabolismo delle sostanze tossiche. L'uomo ha una
spermatogenesi meno efficiente rispetto agli altri mammiferi utilizzati come modelli sperimentali,
con una produzione spermatica giornaliera pari al 20-40% per grammo di testicolo, rispetto a quello
delle altre specie studiate e quindi puo risultare particolarmente sensibile ad alcuni di questi agenti
ipospermatogenetici. Per alcune di queste sostanze esiste una chiara e ben documentata evidenza di
effetti negativi sul sistema riproduttivo maschile. Tra gli esempi di infertilita indotta da esposizioni
lavorative possiamo citare il di-bromocloropropano (DBCP) e il clordecone. L'esposizione
prolungata dei lavoratori durante la produzione o l'applicazione del prodotto ¢ stata associata a
danno severo della spermatogenesi, e il recupero al cessare dell'esposizione non ¢ stato osservato in
tutti i casi (Whorton 1988). Altro esempio ¢ l'esposizione occupazionale agli "eteri del glicole",
come ["etilene glicol mono metil etere". Questi sono composti altamente volatili utilizzati come
solventi in diversi processi industriali. Numerose evidenze ottenute in laboratorio su animali da
esperimento dimostrano effetti negativi sulla spermatogenesi.

Sulla scia dell'esperienza con il DPCB, la ricerca si ¢ concentrata nell'identificare il rischio
occupazionale associato all'esposizione ad altri pesticidi € su come questi potrebbero interferire
sulla spermatogenesi o sulla fertilita del lavoratore esposto. Tuttavia, nella maggior parte di questi
studi 1 soggetti erano esposti a piu sostanze, piuttosto che a singoli pesticidi, rendendo
l'interpretazione dei dati meno attendibile.

Uno dei piu noti insetticidi, il DDT, ¢ una delle sostanze la cui influenza ¢ ben nota. Esso agirebbe
mimando 1’azione degli estrogeni e quindi inducendo una “femminilizzazione” nello sviluppo del
feto di sesso maschile. Inoltre, il DDE, che rappresenta il principale prodotto di degradazione del
DDT esplica una potente inibizione degli androgeni legandosi ai loro recettori a livello delle cellule
bersaglio. Anche se I’impiego del DDT ¢ stato bloccato in Europa e negli USA da circa vent’anni, e
non rappresenta piu un rischio occupazionale, esso rimane un inquinante di notevole rilevanza
perche persiste per decenni nell’ambiente e si accumula nella catena alimentare. A causa
dell’accumulo del DDT, e piu probabilmente del DDE, milioni di persone, ancora oggi, in tutto il
mondo presentano quantita sostanziali di tali prodotti nel tessuto adiposo. Inoltre, il DDT ¢ tuttora
impiegato in vari Paesi, quali il Messico ed il Brasile, tanto da indurre ’OMS a considerare il suo
impiego come una grave minaccia alla salute ed a sconsigliarne la produzione, 1’esportazione e
ovviamente 1’uso.

I policlorobifenili, noti spesso con la sigla PCB, sono una classe di composti organici considerati
inquinanti persistenti, a causa della stabilita della loro molecola. Le miscele di PCB sono state usate
in un'ampia gamma di applicazioni: oli (askarel) utilizzati nella produzione di circuiti e
condensatori, lubrificanti, oli da taglio, additivi in vernici, pesticidi, carte copiative, adesivi,
sigillanti, ritardanti di fiamma e fissanti per microscopia. Il loro ampio uso commerciale nasceva
principalmente dalla loro elevata stabilita chimica. La loro stabilita € tuttavia anche responsabile
della loro persistenza nell'ambiente. I PCB ed i loro metaboliti causano un incremento dei radicali
liberi dell’ossigeno. 1 ricercatori ipotizzano che basse dosi di PCB causino alterazione della
spermatogenesi attraverso l'espressione del gene p53 che porta all'arresto del ciclo cellulare, mentre
I'esposizione ad elevate dosi di PCB comporta l'apotosi delle cellule germinali attraverso
l'attivazione della cascata delle caspasi.

La temperatura ¢ considerata, specie in campo di medicina del lavoro, come un potenziale tossico
ambientale in grado di indurre patologie di vari organi ed apparati (S.N.C., organi di senso, cute,



apparato respiratorio). In campo riproduttivo esistono alcune chiare dimostrazioni di causa-effetto
nell'animale da esperimento in cui € stato dimostrato un danno spermatogenetico € nemaspermico
termicamente indotto (Thonneau 1998).

Nelluomo vi ¢ un ampio dibattito riguardante 1’effetto delle variazioni termiche sulla
spermatogenesi con particolare riferimento al deterioramento della qualita dei parametri seminali.

In uno studio epidemiologico ¢ stata analizzata una popolazione di operai dell'industria della
ceramica. Tali soggetti per la loro attivita sono sottoposti a temperature di base di poco inferiori a
40°C con punte di 80°C durante le fasi di immissione ed estrazione della ceramica dai forni. I
soggetti ed un gruppo di controllo sono stati studiati per la variabile epidemiologica "tempo per la
gravidanza" e per le caratteristiche seminali.

Il parametro "tempo per la gravidanza" si ¢ dimostrato una variabile fortemente correlata, in senso
negativo, con l'esposizione alla temperatura. Fra 1 parametri seminali, la velocita nemaspermica
sembra essere quella piu correlata, in senso negativo, con l'esposizione termica. Questi dati
sembrano confermare che un’esposizione cronica a temperature elevate ¢ in grado di incidere
negativamente sulla fertilita.

I residenti in aree urbane e particolarmente, i guidatori di taxi e di autobus, si sono dimostrati delle
categorie con un forte rischio di dispermia. Le noxe causali potrebbero essere il calore sviluppato
dalla postura e dagli indumenti, le vibrazioni trasmesse dall'automezzo, le sostanze tossiche
inspirate nel traffico, ed infine, i fattori psico-neuro-endocrini legati allo stress.

Negli ultimi anni sono stati segnalati effetti tossici derivanti dall’influenza dell’esposizione a campi
elettromagnetici a seguito dell’ampia diffusione di computer e terminali video. E opinione comune,
a questo proposito, che piu che le radiazioni ionizzanti o elettromagnetiche gli effetti negativi
sull’apparato riproduttivo siano imputabili a fattori ergonomici e di stress associati all’impiego di
tali sistemi. Tuttavia recenti osservazioni hanno dimostrato che i campi elettromagnetici deboli sono
in grado di interagire con vari sistemi biologici, riaprendo cosi il dibattito sull’argomento.

Un altro fattore di rischio sulla fertilita ¢ rappresentato dalle radiazioni. Le radiazioni ionizzanti
possono danneggiare le molecole del DNA, alterare o distruggere i geni ed alterare la forma ed il
numero dei cromosomi, con conseguente sterilita, infertilitd, aumento dell’abortivita e delle
malformazioni fetali. La quantita di radiazioni in grado di produrre tali danni ¢, come tutti gli effetti
tossici, dose-dipendente anche se, ad oggi non vi sono dati sicuri su quale sia la soglia in grado di
produrre effetti tossici.

Negli anni seguenti I’incidente al reattore nucleare di Chernobyl, si ¢ approfondito il ruolo dei
radionuclidi artificiali nell’inquinamento ambientale. Alcune delle sostanze a lunga vita che si
accumulano nella catena alimentare, raggiungono il corpo umano mediante il cibo e si depositano in
vari organi a seconda delle loro proprieta. L’esposizione alle radiazioni di cellule ed organi, dovuta
a tali nucleotidi incorporati ¢ probabilmente bassa e se comparata alla radioattivita naturale, forse
inconsistente. Nonostante tali incertezze sarebbe buona norma evitare 1’esposizione prolungata a
radionuclidi artificiali. In uno studio pubblicato subito dopo Chernobyl, ¢ stata dimostrata la
presenza di Cesiol34 (emivita 2-5 anni) e di Cesiol37 (emivita 28 anni) nel fluido follicolare e nel
plasma seminale di coppie sottoposte alla fecondazione assistita anche se non sono state trovate
correlazioni tra i successi alla FIVET e le concentrazioni dei radionuclidi. Va comunque notato che
in uno studio eseguito negli Stati Uniti ¢ stata dimostrata la presenza di Cesio, in alcuni casi a
concentrazioni maggiori di quelle trovate in Europa, in un gruppo di pazienti americani. Tale
reperto non si pud spiegare con l’incidente di Chernobyl e potrebbe essere indicativo di
un’esposizione cronica ai radionuclidi, probabile conseguenza di esperimenti nucleari.
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AGING MASCHILE: QUALE RUOLO NELLA SPERMATOGEENSI E NELLE
TECNICHE DI PROCREAZIONE MEDICALMENET ASSISTITA

Aging e spermatogenesi

Negli ultimi anni, fattori demografici e socio-economici hanno modificato il comportamento
riproduttivo della coppia determinando una ricerca piu tardiva della prima gravidanza che non
viene piu considerata come obiettivo prioritario bensi secondario al raggiungimento di altri
traguardi socio-economici, portando a inevitabili conseguenze negative sulla fertilita e sulla natalita
nei paesi occidentali. Il progresso biomedico, in associazione ad un miglioramento della qualita
della vita, ha prolungato il tempo medio di vita, con il conseguente aumento della popolazione
anziana e delle relative problematiche fisiopatologiche connesse alla terza eta e alle varie fasi
dell’invecchiamento. In questo quadro di globale invecchiamento della popolazione ci troviamo a
fronteggiare la richiesta di prole da parte di una popolazione maschile sempre piu anziana.
Nell’uomo si osserva un graduale declino della capacita fecondante a partire da un’eta trai 55 e i
65 anni, sebbene non si possa parlare di una situazione del tutto analoga a quella della donna, nella
quale la menopausa rappresenta una linea di demarcazione temporale tra il periodo della fertilita e
quello di una maturita sessuale priva di finalita riproduttive. La gametogenesi maschile a differenza
di quella femminile ¢ un fenomeno continuo fino alla tarda eta e consente, in teoria, di ottenere una
gravidanza anche in etd molto avanzata anche se , a partire dalla 6° decade di vita, si possano
verificare importanti modificazioni delle caratteristiche seminali, dell’assetto ormonale e della
struttura isto-citologica testicolare. La funzione gonadica nel maschio ¢ inserita in un complesso
meccanismo di controllo neuro-endocrino-metabolico. Iniziando dal livello neuro-psichico e
scendendo fino alle gonadi, i principali neurotrasmettitori chiamati in causa nei meccanismi di
collegamento interneuronale sono la noradrenalina (attivatore), la dopamina e serotonina (inibitori).
Inoltre a livello delle cellule ipotalamiche viene secreto il decapeptide GnRH che regola sia la
sintesi che 1l rilascio pulsatile delle gonadotropine ipofisarie LH e FSH. A queste glicoproteine
compete il controllo trofico e funzionale delle gonadi, sia per quanto riguarda la parte germinativa
(spermatozoi) sia per quella endocrina (testosterone e in parte anche nel maschio, estrogeni). La
componente endocrina testicolare ¢ influenzata anche dal metabolismo periferico. Il trasporto del
testosterone ¢ affidato ad una proteina di sintesi epatica, la sex hormone binding globulin (SHBG).
L'interazione con il recettore nucleare e la sequenza degli eventi post-recettoriali sono simili a
quelli di altri steroidi. A livello periferico, infine, I'effetto biologico di tale ormone ¢ condizionato
anche dall'attivita enzimatica, che porta da un lato alla trasformazione del testosterone in
deidrotestosterone (DHT) e dall'altro alla sua aromatizzazione ad estrogeno (Snyder,2010).
L'invecchiamento coinvolge ciascuno degli eventi sopra riportati, per cui l'involuzione, a cui la
gonade maschile va incontro col passare degli anni, ¢ certamente un fenomeno multifattoriale. Nei
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soggetti anziani viene alterato il sofisticato equilibrio neuroendocrino che regola 1'asse ipotalamo-
ipofisi-gonadi. Per quanto riguarda l'unita ipotalamoipofisaria, a partire dalla sesta decade di vita, si
assiste ad un progressivo aumento dei livelli plasmatici di FSH e LH. Vi ¢, peraltro, un certo
numero di pazienti anziani che non mostra tale aumento, soprattutto per quanto riguarda LH, cio
potrebbe suggerire una sensibilitd variabile dell'unitd ipotalamo-ipofisaria ai diminuiti livelli
circolanti di testosterone biodisponibile dell’anziano (Gooren, 2010). Inoltre, I’ipofisi evidenzia
una diminuita capacitd secretiva gonadotropinica in risposta allo stimolo con GnRH con picco
nettamente ritardato a cui si aggiungono alterazione di frequenza, ampiezza e durata dei “pulse”
secretivi in condizioni basali (Castro-Magana et al. 1993, Davidson,1990). A livello gonadico,
numerosi studi hanno dimostrato una diminuzione dei livelli di testosterone plasmatico circolante
gia a partire dalla fine del 50° anno di vita. In particolare in gruppi di soggetti anziani (eta media 70
anni) sottoposti a prelievi seriali per 24 ore, si ¢ appunto evidenziata una riduzione dei livelli di
testosterone non legato alla SHBG ed una perdita del ritmo circadiano, mentre la quantita totale di
ormone puo essere normale (Vermeulen e Kaufman,1995). Inoltre ¢ stata dimostrata una riduzione
della perfusione testicolare all’aumentare dell’eta (Suoranta,1971) con lesioni arteriosclerotiche
delle arteriose testicolari simili a quelle osservate nei grossi vasi (Sasano e Ichijo,1969).
Schematizzando i dati sopra riportati, sotto il profilo funzionale, le prove piu evidenti del danno
gonadico sono la riduzione della secrezione di testosterone, la riduzione dei livelli ematici basali
del DHT, la diminuita risposta allo stimolo con HCG mentre, contemporaneamente, i livelli di LH
e soprattutto di FSH appaiono in progressivo incremento eta ed individuo-correlato e, inoltre, un
significativo aumento, anch'esso eta-correlato, della proteina di trasporto SHBG, con inevitabile
interferenza negativa sulla quota di testosterone libero. Infine va aggiunto che il trasferimento del
testosterone, con la mediazione della Androgen Binding Protein (ABP), dalla cellula di Leydig al
vicino settore germinativo, risulta diminuito sia per la ridotta secrezione testosteronica sia per una
diminuita sintesi della proteina di trasporto ABP, a livello della cellula del Sertoli. I primi lavori
relativi all’effetto dell’invecchiamento sulla fertilitd maschile risalgono agli anni 80 ed hanno
dimostrato nel plasma dei soggetti anziani una diminuzione dei livelli di testosterone sia totale che
libero ed un aumento dei livelli di SHBG e di FSH ed LH, rispetto al plasma di soggetti piu
giovani. Alterazioni della spermatogenesi si associano spesso ad alterazioni della funzione delle
cellule di Leydig come dimostrato da Andersson et al. (2004) che hanno riscontrato nel 15% di
uomini con diminuita spermatogenesi anche bassi valori di testosteronemia o piu alti livelli di LH.
Altri Autori hanno evidenziato un ridotto numero di cellule germinali in corso di differenziazione
ed una riduzione numerica delle cellule di Leydig e delle cellule del Sertoli in campioni bioptici
testicolari di uomini di etd superiore ai 70 anni. Tale dato ¢ stato confermato dall’analisi dei
parametri seminali dei soggetti in grado di effettuare lo spermiogramma, da cui risultava una
concentrazione nemaspermica fortemente variabile, una riduzione della motilita e del volume
dell’eiaculato rispetto a quanto evidenziato in soggetti piu giovani. Sempre negli anni *80 ¢ stata
valutata la linea spermatogenetica per grammo di tessuto, su testicoli asportati post-mortem di
soggetti anziani deceduti improvvisamente senza patologie endocrine. Dai dati ¢ emersa una
progressiva riduzione numerica di tutte le cellule germinative, in parallelo con la riduzione
numerica delle cellule di Leydig e con I’aumento del FSH plasmatico. Tale dato ¢ stato
ulteriormente confermato da studi successivi che hanno evidenziato una marcata degenerazione
cellulare a livello della seconda divisione meiotica, in relazione alla diminuzione della produzione
gametica, in soggetti di etda avanzata. Le principali modificazioni che si verificano a livello
testicolare, in funzione dell'eta, sono rappresentate dall'ispessimento della tunica albuginea e
dall'aumento della percentuale del peso delle tuniche rispetto al peso totale testicolare, con
conseguente riduzione del peso parenchimale testicolare. A livello del compartimento
spermatogenetico si riscontra una diminuzione del volume dei tubuli e dell'epitelio seminifero, del
numero delle cellule del Sertoli e degli spermatidi, associato all'ispessimento della membrana
basale, con presenza di fibrosi peritubulare. Vi ¢ inoltre una riduzione della massa testicolare totale
per il ridotto volume dei tubuli seminiferi. La riduzione degli spermatidi si traduce in una riduzione
della produzione giornaliera di spermatozoi che, in media, si pud calcolare di circa il 50% rispetto
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al soggetti giovani di controllo. D'altra parte il declino della spermatogenesi ¢ un fenomeno
graduale e progressivo e funzione dello stato di salute generale del soggetto, che presenta una
notevole variabilita individuale, per cui alcuni soggetti anziani possono avere una produzione
testicolare di spermatozoi uguale a quella di soggetti giovani. Peraltro ¢ importante sottolineare
come |’ elevata concentrazione degli spermatozoi riscontrata, in alcuni studi, negli anziani puo
essere in parte dovuta al prolungato periodo di astinenza precedente alla raccolta del liquido
seminale che risulta essere maggiore di 10 giorni nella maggior parte dei soggetti anziani E
difficile valutare se i parametri nemaspermici si modifichino all 'aumentare dell' eta in quanto 1 dati
in letteratura sono contraddittori ¢ vi ¢ un'alta variabilita intra-individuale nello spermiogramma. In
uno studio pubblicato dal gruppo di Levitas (2005) su 9489 liquidi seminali, la durata
dell'astinenza si ¢ dimostrata correlata positivamente al volume seminale. Peraltro, in uno studio
successivo, sempre lo stesso gruppo (Levitas et al. 2007), ha mostrato una progressiva riduzione
del volume nonostante l'aumento del periodo di astinenza sessuale. Per tale motivo gli autori
concludono che la riduzione del volume puo essere attribuita principalmente all'invecchiamento,
come anche dimostrato da altri studi basati su analisi di regressione multipla, aggiustate per la
durata dell'astinenza sessuale (Andolz et al., 1999; Jung et al., 2002). Inoltre, I'aumento della durata
del periodo di astinenza ¢ responsabile del progressivo aumento con l'eta della concentrazione
nemaspermica.

Per quanto riguarda la capacita fecondante Dondero et al. nel 1985 hanno studiato in maniera estesa
1 parametri seminali di soggetti appartenenti a varie fasce di eta. I risultati dello studio hanno
evidenziato una progressiva riduzione della concentrazione nemaspermica dopo i 40 anni, piu
significativa dopo 1 60 anni e un decremento graduale e costante della motilita degli spermatozoi
anch’esso piu drastico ed evidente dopo i 60 anni con un parallelo deterioramento della morfologia
nemaspermica. In uno studio comparativo della qualita seminale in uomini anziani (con eta > 50
anni) e piu giovani (eta compresa fra 21 e 25 anni) Jung et al. nel 2002 hanno dimostrato che la
motilita rettilinea, la percentuale di forme normali ed il volume seminale sono significativamente
piu bassi nel gruppo degli anziani rispetto ai soggetti piu giovani. La concentrazione nemaspermica
risulta non alterata dal progredire dell’eta. Infine, un dato molto interessante riguarda il livello di
testosterone sierico che risulta significativamente piu basso nel gruppo dei soggetti piu anziani,
confermando che I’ipogonadismo di questi soggetti ¢ il responsabile delle alterazioni seminali. Tali
dati sono stati confermati da Eskenazi et al. nel 2003 in un lavoro che include un numero di
soggetti anziani relativamente piu alto rispetto alla maggior parte degli studi precedenti. Sono stati
ipotizzati vari meccanismi per spiegare le alterazioni seminali con 1’eta. Per quanto riguarda la
diminuizione del volume dell’eiaculato si ritiene che sia dovuta ad una progressiva atrofia delle
vescicole seminali che contribuiscono a formare la maggior parte del volume seminale stesso.
Questo dato insieme alla progressiva riduzione dei valori del fruttosio puo essere interpretato come
un’ alterazione della funzione delle ghiandole accessorie da alterata secrezione di testosterone. La
astenozoospermia, cio¢ la riduzione della motilitda nemaspermica, potrebbe dipendere dalla
progressiva atrofia della muscolatura liscia delle vescicole seminali con riduzione della componente
proteica e acquosa e conseguente alterazione della motilitd. Sempre a proposito della motilita sono
state ipotizzate alterazioni strutturali dell’epididimo con modificazione del meccanismo di
maturazione nemaspermica (Hamilton e Naftolin, 1981). Infatti D'integrita della struttura
epididimaria ¢ indispensabile perche durante il transito nell’epididimo gli spermatozoi completano
la loro maturazione acquisendo motilita e capacita fecondante. La morfologia nemaspermica ¢ un
buon indicatore dello status dell’epitelio germinale. Le modificazioni degenerative dell’epitelio
germinale nel paziente anziano potrebbero determinare alterazioni dell’assetto morfologico dello
spermatozoo. E controverso, invece, se I’invecchiamento si associ ad una diminuzione della
concentrazione nemaspermica anche se ¢ plausibile che tale fenomeno possa accadere. Con
I’avanzare dell’eta, infatti, vi € un restringimento ed una sclerosi del lume dei tubuli, una riduzione
dell’attivita spermatogenetica, una degenerazione delle cellule germinali ed una diminuzione
quantitativa e qualitativa delle cellule di Leydig. Oltre al fisiologico processo di invecchiamento ¢
necessario considerare che il paziente anziano ¢ piu soggetto a patologie croniche di tipo
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internistico e di conseguenza a terapie di lunga durata che possono ulteriormente alterare la qualita
del seme in genere interferendo con la produzione o I’attivita biologica degli androgeni e sui
meccanismi di replicazione cellulare. Per citare solo alcuni esempi, I’intolleranza glucidica ¢
presente nel 25% degli ottantenni, il diabete mellito nel 6-9% della popolazione tra i 65 e gli 84
anni, 1’ipertensione arteriosa ¢ presente nel 40% dei soggetti tra i 55 e 1 65 anni e in eta avanzata
aumentano significativamente le patologie coronariche, polmonari e renali; tutte queste patologie
nonché le terapie ad esse correlate sono in grado di deteriorare la qualita seminale. Un altro fattore
da non trascurare ¢ il periodo di astinenza di 3-5 giorni da rispettare per la corretta esecuzione
dell’analisi del liquido seminale. Nel soggetto anziano tale periodo ¢ difficilmente rispettato e puo
risultare piu lungo, alterando la valutazione di alcuni parametri dipendenti da questa variabile, quali
la concentrazione e la motilita degli spermatozoi. Infine bisogna considerare le oggettive difficolta
di raccolta del campione per masturbazione legate alla maggiore incidenza di deficit erettile e
disturbi eiaculatori dell’anziano. Possiamo pertanto concludere che con il trascorrere degli anni, in
misura piu rilevante dopo 1 70 anni di eta, nell’'uomo si determinano chiare modificazioni della
capacita riproduttiva e la sua fertilita, pur conservata, diminuisce. Da un punto di vista orrnonale
questo porta, come detto, ad un aumento progressivo dei livelli plasmatici della gonadotropina FSH,
interpretabile come fenomeno compensatorio ipofisario indotto dalla riduzione dei livelli circolanti
di inibina, dimostrata nell'anziano, ed ovviamente correlata alla ridotta attivita tubulare (Sekhavat e
Moein, 2010; Winkle et al., 2009). Pertanto, si assiste ad una progressiva minore efficienza del
testicolo nelle sue due principali funzioni, secrezione del testosterone e produzione di spermatozoi,
con possibile aumento nell’eiaculato di forme immobili o alterate nella loro morfologia ed incapaci,
quindi, di fecondare.

Per quanto riguarda il comparto nucleare del gamete maschile, non ¢ ancora ben definito
l'effetto dell'invecchiamento sull'intengrita del DNA nemaspermico. Infatti, in letteratura sono
presenti numerosi lavori che riportano dati contrastanti, svolti su casistiche estremamente va-
riabili. Nel 1997 Sun et al., misurando la frammentazione del DNA nemaspermico mediante meto-
dologia Tunel in un campione di 291 pazienti che afferivano ad un programma di fecondazione
in vitro, non hanno riscontrato una relazione tra il danno al DNA e I'invecchiamento.

Nel 1998 Spano et al., utilizzando I'SCSA, metodica che misura la resistenza del DNA
spermatico alla denaturazione acida, hanno studiato una popolazione di 277 uomini danesi sani
(range di eta 18-55), dimostrando che il COMP aT, che rappresenta la media delle cellule al di
fuori della popolazione cellulare resistente, quasi si raddoppia passando dai 25 ai 55 anni.

Vagnini et al. (2007) hanno studiato una popolazione di 508 uomini di coppie in trattamen-
to per infertilita, divisi in tre gruppi di eta ( < 35 aa; 36-39 aa; >40 aa) mediante metodologia
Tunel. 1 loro risultati dimostrano che il danno del DNA aumenta significativamente con 1'eta
dei soggetti anche se la percentuale del DFI ( DNA Fragmentation Index) si incrementa solo dal
15,7% al 18,3%. In un lavoro condotto su 320 pazienti sottoposti a studio per la fertilita e a
valutazione della frammentazione del DNA mediante PI, Winkle et al. (2009) non rilevano una
correlazione significativa tra eta del maschio e parametri seminali convenzionali e frammentazione
del DNA. Peraltro, tale studio, pur prendendo in considerazione un' ampia casistica, considera
come gruppo di anziani pazienti con una eta media di 42.9 anni. Colin et al. (2010) hanno studiato
la frammentazione del DNA, mediante Tunel ed Annessina V, in 25 uomini, fertili, divisi per
decadi (da 20 a 70 anni) in 5 gruppi di 5 soggetti. I risultati del loro studio dimostrano che
l'invecchiamento si associa ad una piu elevata espressione dei markers apoptotici precoci, quali la
traslocazione di membrana della fosfatidilserina, e a frammentazione, segno piu tardivo del
processo apoptotico. Anche in questo lavoro, peraltro ben condotto e ben strutturato, 1'esiguita della
casistica rende 1 risultati sia dal punto di vista statistico che biologico poco significativi.

La disamina della letteratura dimostra come sia complessa la realizzazione di uno studio
che prenda in considerazione un numero significativo di soggetti realmente anziani, cio¢ in una
fascia di eta al di sopra dei 60 anni. Inoltre un ulteriore fattore confondente ¢ rappresentato dalle
scarse notizie relative a patologie intemistiche ed andrologiche, che possono essere dei fattori
causali di alterazione delle caratteristiche seminali oltre al fisiologico invecchiamento tissutale.
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Questo coincide con I'esperienza andrologica clinica che dimostra come la fertilita maschile ¢
tanto piu recuperabile quanto prima (in termini di etd del paziente) si interviene sulla patologia
andrologica di base. Infatti, solo con la prevenzione si potrebbe ottenere il risultato di evitare che
la noxa patogena trasformi con gli anni un danno di funzione gametica reversibile in un danno
anatomico gonadico irreversibile.

Aging e Outcome Riproduttivo nella Procreazione Medicalmente Assistita

Nella societa attuale lo sviluppo economico e il crescente desiderio di affermazione professionale
da parte delle donne porta sempre piu frequentemente a coronare il desiderio di maternita e
paternita in eta sempre piu avanzata. E’ oramai ben noto che le donne hanno un proprio corredo
ovocitario che si depaupera con 1’avanzare dell’eta, per cui si assiste sempre piu frequentemente a
fronteggiare 1’enorme richiesta di genitorialita da parte delle coppie che si sottopongono a tecniche
di fecondazione assistita. Innumerevoli studi hanno evidenziato il declino ovocitario nelle donne
con un’etd > 35 anni associato ad una riduzione della loro fertilita (van Zonneveld et al. 2001, te
Velde e Pearson 2002). Oltre a considerare ’orologio biologico per le donne ¢ altrettanto noto,
come in eta avanzata, aumentino una serie di altre difficolta, come aborti spontanei, complicazioni
nella gravidanza, anomalie congenite e morte perinatale (de la Rochebrochard e Thonneau 2002).
Mentre per le donne I’ orologio biologico determina la fine della loro fertilita, orologi biologici
degli uomini non sembrano giocare un ruolo di primo piano La fertilita maschile pud essere
conservata fino a eta superiore agli 80 anni anche se la paternita per uomini al di sopra di 70 anni ¢
un fenomeno estremamente raro. Attualmente, non ci sono restrizioni legali o biologiche alla
partecipazione di uomini anziani nei programmi di riproduzione assistita. L'attenzione sui fattori
che influenzano il risultato delle tecniche di riproduzione assistita ¢ principalmente legato all’
influenza di fattori femminili. Infatti in letteratura esistono innumerevoli evidenze scientifiche che
hanno confermato I’importanza dei fattori femminili nell’outcome riproduttivo e invece, pochi e
contrastanti lavori che definiscono il ruolo effettivo giocato dal partner maschile nella sfera
riproduttiva. La maggior parte degli studi sui fattori maschili hanno messo in relazione gli effetti
dell'esposizione del partner maschile a sostanze tossiche ( come ossido di etilene, prodotti chimici,
solventi e ditiocarbammati) con il rischio di aborto spontaneo nella partner femminile (Lindbohm et
al; 1991, Savitz et al; 1997). In un lavoro del 2002 de La Rochebrochard e Thonneau hanno studiato
3174 donne dimostrando un chiaro effetto negativo dell’eta materna e paterna sul rischio di aborto
definendo tre trends. Se la donna ha un eta compresa tra i 20-29 anni il rischio di aborto non ¢
significativamente alto indipendentemente dall’eta dell’'uomo, se la donna ha tra i 30-34 anni il
rischio di aborto ¢ piu alto se 'uomo ha un’eta > 40 anni. Se la donna ha un eta > 35 anni il rischio
di aborto aumenta a prescindere dall’eta maschile. Gli autori concludono che il rischio di aborto
aumenta all’aumentare dell’eta di entrambi 1 partners

Ulteriori studi hanno considerato gli effetti dell’eta paterna sulla possibilita di indurre nascite
pretermine anche se i risultati non sono stati ben confermati, (Aitken et al. 1995, Anton-Culver et al.
1996, Bondy et al 1994, Douglas et al. 1999). Tuttavia ¢ stata ampiamente studiata 1’associazione
tra I’eta paterna avanzata e i disturbi autosomici- dominanti e le mutazioni genetiche (Floderus et al.
1990). Infatti, diverse evidenze scientifiche indicano che i fattori genetici giocano un ruolo
importante nel timing riproduttivo (Garber et al. 1997). Come ¢ noto la placenta ¢ in gran parte di
derivazione paterna, pertanto se il timing riproduttivo ¢ guidato da geni plancetari o fetali e se le
mutazioni in questi geni avvengono piu comunemente nei gameti di uomini anziani allora I’eta
paterna avanzata potrebbe giocare un ruolo determinante. Infatti Zhu et al. (2005), per valutare se
esistesse un’associazione tra 1’eta paterna e le malformazioni congenite nella prole, hanno condotto
uno studio di coorte sulla popolazione danese, analizzando tra il 1980 e il 1996, 71.937 coppie ed
ottenendo dal registro nazionale le diagnosi di eventuali malformazioni nei primogeniti delle
coppie. Gli autori concludono che esiste un rischio 4,5 volte maggiore di avere un bambino con
trisomia 21 negli uomini con eta > 45 anni rispetto a uomini con eta < 30 anni ( Zhu et al., 2005).
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Inoltre, gli autori suggeriscono che questi risultati potrebbero essere dovuti a fattori biologici e
ambientali che causano mutazioni nei gameti maschili.

In letteratura ¢ ancora esistente la controversia nello stabilire se esista un’ associazione tra eta
paterna avanzata e outcome riproduttivo. La difficolta degli autori ¢ rappresentata dal fatto che,
poiché il processo di fecondazione coinvolge entrambi i partners, ¢ difficile eliminare o controllare
I’influenza dell’eta della donna sul potenziale riproduttivo. Per ridurre gli effetti negativi che ’eta
della donna ha sul potenziale riproduttivo, Fratterelli et al. (2008) e Luna et al.(2009) hanno
condotto studi per valutare gli effetti dell’eta paterna sullo sviluppo embrionale e sull” outcome
riproduttivo utilizzato ovociti di donatrici. Gli studiosi concludono che l’avanzata eta paterna
influenza 1’outcome della gravidanza e la percentuale di formazione delle blastocisti. Dai loro dati
si evince un aumento significativo della percentuale di aborto, una diminuzione sia nella
percentuale delle nascite che nella percentuale di formazione di blastocisti negli uomini con un’eta
> 50 anni. Di contro, gli autori non trovano una correlazione statisticamente significativa tra 1’eta
paterna e la capacita dello spermatozoo di penetrare I’ovocita e la formazione dei primi embrioni.
Pertanto secondo gli autori queste prime fasi del processo fecondativo non sembrano essere alterate
dall’eta dello spermatozoo (Fratterelli et al, nel 2008). Anche Luna et al, nel 2009 hanno riscontrato
una diminuzione statisticamente significativa nella percentuale di impianto rilevata solo nelle
coppie in cui il partner maschile aveva un’ eta > 60 anni.

In un altro lavoro di Ferreira et al. (2010) sono stati valutati gli effetti dell’eta paterna sull’outcome
riproduttivo in 1024 coppie che si sono sottoposte a cicli di fecondazione assistita (ICSI),
analizzando sia pazienti con fenotipo seminale di normozoospermia che di oligozoospermia. Dai
loro dati si evince che I’eta paterna influenza negativamente la percentuale di impianto e di
gravidanza nelle coppie in cui la concentrazione di spermatozoi/ML risulta < di 20x10°. Gli autori
hanno dimostrato che, in pazienti oligozoospermici, la possibilita di ottenere una gravidanza
diminuiva del 5% ad ogni aumento di un anno di etd. In una review del 2011 che includeva 10
lavori non si € dimostrata la correlazione tra avanzata eta paterna e percentuale di fecondazione, di
impianto, di gravidanza, di aborto e di nascite. Inoltre non ¢ stato trovato nessun effetto negativo tra
eta paterna e qualita embrionaria e stadi di clivaggio (giorni2-3). Tuttavia ¢ emersa una diminuzione
statisticamente significativa nella formazione di blastocisti all’aumentare dell’eta paterna. Sharma
et al.(2015) in una recente review hanno dimostrato che 1’eta paterna non influenza
significativamente la percentuale di aborto e la qualita embrionale. Tuttavia, nel gruppo di donne
con un eta compresa tra i 30 e 1 34 anni la percentuale di impianto diminuiva all’aumentare dell’eta
paterna e la percentuale di gravidanze era significativamente piu alta nel gruppo di uomini con
un’eta < di 30 anni e nel gruppo di uomini con un’eta compresa tra i 30 e 1 32 anni se paragonati al
gruppo di uomini con un’eta compresa tra 1 36 e 1 38 e tra 1 39 e 1 41 anni. In un lavoro recente,
Marieke et al, (2016) hanno condotto uno studio retrospettivo su 7051 cicli IVF/ICSI da Gennaio
2001 a Giugno 2013. Lo scopo degli autori era quello di valutare 1’eventuale influenza dell’eta
paterna, sulla qualitd embrionale in modo da effettuare il transfer in terza giornata, sul tasso di
gravidanza biochimica, sul tasso di aborto e sul tasso di gravidanza in corso a 8 settimane. Dai loro
dati non si evince una differenza statisticamente significativa tra eta paterna e la probabilita di
ottenere una gravidanza in corso sia nel gruppo di uomini con eta compresa fra 35 e 44 anni sia nel
gruppo di uomini con eta >45 anni, rispetto al gruppo di controllo costituito da uomini con eta < 35
anni. Gli autori inoltre non hanno riscontrato differenze statisticamente significative tra eta paterna
e qualita embrionale, gravidanza biochimica e aborto spontaneo. Gli autori concludono che 1'eta
paterna non influenza 1 tassi di gravidanza nei primi cicli IVF / ICSI. Alla luce dei risultati presenti
in letteratura, appare chiaro ed evidente che i1 I’influenza dell’eta paterna sull’outcome riproduttivo
non ha prodotto risultati univoci. Pertanto sarebbe necessario effettuare altri studi per comprendere
appieno se I’avanzare dell’eta paterna possa giocare un ruolo determinante nella probabilita di
ottenere gravidanze cosi come gia evidenziato per 1’eta femminile.
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FUMO DI TABACCO E INFERTILITA’
Epidemiologia

Il fumo di tabacco rappresenta uno dei principali problemi di sanita pubblica. Nel mondo i fumatori
sono circa un miliardo. Il 40% dei bambini, il 33% dei non fumatori ¢ il 35% delle non fumatrici ¢
esposto al fumo passivo. Il fumo di tabacco uccide circa 6 milioni di persone ogni anno, compresi
600.000 non fumatori esposti al fumo passivo. In Italia i fumatori sono 10,9 milioni, il 20,8% della
popolazione: 6,3 milioni di uomini (il 25,1%) e 4,6 milioni di donne (16,9%). Gli ex fumatori sono
6,3 milioni (il 12,1%) 4,0 milioni di uomini e 2,3 milioni di donne.

L’analisi della prevalenza del fumo di sigarette tra gli uomini e le donne di varie eta mostra che la
percentuale di fumatori ¢ ancora superiore a quella delle fumatrici in tutte le fasce di eta. Nella
fascia di eta compresa tra i 25 e 44 anni si registra la prevalenza maggiore di fumatori di entrambi 1
sessi (22,4% delle donne e 30,7% degli uomini).

Composizione del fumo di tabacco

Il fumo prodotto dalla combustione della sigaretta ¢ un aerosol complesso costituito da una fase
vapore € una fase particolata 1 cui costituenti principali sono: nicotina, idrocarburi policiclici
aromatici (IPA) e le nitrosammine tabacco specifiche (NTS) che si ritrovano principalmente nella
fase particolata; idrocarburi a basso peso molecolare come il benzene, il butadiene e il toluene che
sono presenti principalmente nella fase vapore; acido cianidrico e I’ammoniaca che sono stati
trovati in entrambe le fasi.

Meccanismi del danno

Gli studi relativi all’effetto del fumo di sigaretta sull’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi hanno prodotto
risultati contrastanti. Secondo Ochedalski e collaboratori, esiste una correlazione inversamente
proporzionale tra numero di sigarette consumate e livelli plasmatici di LH e FSH; in altri studi, con
stratificazione dei fumatori in tre gruppi sulla base del numero di sigarette consumate, non sono
state riscontrate variazioni statisticamente significative delle concentrazioni plasmatiche di
gonadotropine e testosterone (Pasqualotto et al).

Il fumo di sigaretta contiene due differenti gruppi di radicali liberi: radicali a lunga emivita nella
fase particolata e radicali a emivita breve, nella fase vapore.

Il principale radicale della fase particolata € costituito dal complesso chinone-idrochinone, un
sistema redox molto attivo e in grado di ridurre 1’ossigeno molecolare a radicale superossido e
quindi a perossido di idrogeno e a radicale idrossilico. La fase vapore del fumo di sigaretta contiene
invece piccoli radicali alchilici e alcossilici dotati di una reattivita di gran lunga superiore ai radicali
della fase particolata. Il plasma seminale sostiene e protegge gli spermatozoi dai livelli patologici
dei ROS (reactive oxygen species) attraverso sostanze quali alfa-tocoferolo, enzimi come
superossido dismutasi, catalasi e glutatione perossidasi e contiene fino a 10 mg/dL di acido
ascorbico, concentrazione che supera per piu di nove volte quella ematica. I forti fumatori di sesso
maschile presentano una riduzione dal 20% al 40% dei livelli di acido ascorbico nel siero, tale
riduzione della concentrazione ¢ espressione del maggior consumo dell’acido ascorbico con lo
scopo di difendere gli spermatozoi dall’azione lesiva dei ROS. Quando le sostanze anti-ossidanti
non bilanciano i ROS, ¢ possibile avere alterazioni della membrana plasmatica come conseguenza
della perossidazione lipidica, ma il danno cellulare pud manifestarsi anche per ossidazione delle
proteine, alterazioni della funzione mitocondriale e frammentazione del DNA spermatico,
determinando alterazioni quantitative e qualitative a carico degli spermatozoi.

I processo della spermatogenesi ha un elevato fabbisogno metabolico e il testicolo ¢
fisiologicamente vulnerabile all’ipossia. L’ insufficiente apporto di ossigeno, che puo essere causato



dal fumo, puo influenzare negativamente la funzione testicolare, cosi come a livello
macroangiopatico il fumo puo rientrare nel determinismo della disfunzione erettile. Il fumo puo
anche indurre cambiamenti epigenetici, ovvero alterazioni dell'espressione genica senza modificare
la sequenza di DNA, le quali possono essere trasmesse attraverso le divisioni cellulari mitotiche e
meiotici. Numerosi sono i meccanismi chiamati in causa, tra cui la metilazione del DNA,
modificazioni degli istoni e rimodellamento della cromatina.

Fumo e caratteristiche seminali

I dati presenti in letteratura relativamente al ruolo dell’abitudine al fumo di tabacco nell’indurre una
compromissione della fertilita maschile sono contrastanti. In parte tale discordanza ¢ riconducibile
alla preferenza di fattori confondenti, ad esempio 1’alcool. E pil probabile, infatti, che forti fumatori
presentino in associazione uno stile di vita piu lesivo per la saluta andrologica in generale.

La nicotina ¢ il principio attivo responsabile della dipendenza dal tabacco. La maggior parte della
nicotina, nell'uomo, ¢ metabolizzata a cotinina, e la cotinina ¢ ulteriormente metabolizzata a trans-
3'-idrossicotinina (3HC). La motilita totale degli spermatozoi correla negativamente con la
concentrazione seminale di 3HC, mentre la motilita rettilinea degli spermatozoi ¢ correlata
negativamente con la concentrazione seminale di cotinina. L’alterazione della motilita degli
spermatozoi nei fumatori ¢ associata a diversi meccanismi fisiopatologici. L'assonema, un organo
strutturale di base delle ciglia mobili e dei flagelli, ¢ composto da microtubuli. Nei fumatori sono
state descritte alterazioni sia a carico del numero sia a carico del posizionamento dei microtubuli.
Queste alterazioni fumo-indotte possono modificare il movimento flagellare e, quindi, causare
anomalie della motilita degli spermatozoi. La motilita puo essere alterata, nel fumatore, anche per
compromissione dell'attivita dell'enzima creatinchinasi, che interviene nel catalizzare la reazione
che porta alla produzione di fosfocreatina dalla creatina attraverso il consumo di ATP. Tale
reazione consente la liberazione di energia che ¢ essenziale per la capacita di movimento dello
spermatozoo.

Cessazione dell ~ abitudine al tabagismo

La cessazione dell’abitudine al tabagismo sicuramente ¢ in grado di ridurre il rischio di sviluppare
disfunzione erettile, mentre per quanto riguarda gli effetti sulle caratteristiche seminali e I’integrita
dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi i dati sono contrastanti.

Bibliografia

e C(Cigarette smoking is related to a decrease in semen volume in a population of fertile men.
Pasqualotto FF, Sobreiro BP, Hallak J, Pasqualotto EB, Lucon AMBJU Int. 2006 Feb;
97(2):324-6.

e Saleh RA, Agarwal A, Sharma RK, Nelson DR, Thomas AJ., Jr Effect of cigarette smoking
on levels of seminal oxidative stress in infertile men: a prospective study. Fertil Steril.
2002;78:491-499.

e Trummer H, Habermann H, Haas J, Pummer K. The impact of cigarette smoking on human
semen parameters and hormones. Hum Reprod. 2002;17:1554-1559.

e Colagar AH, Jorsaraee GA, Marzony ET. Cigarette smoking and the risk of male infertility.
Pak J Biol Sci. 2007;10:3870-3874.

e Richthoff J, Elzanaty S, Rylander L, Hagmar L, Giwercman A. Association between
tobacco exposure and reproductive parameters in adolescent males. Int J Androl.
2008;31:31-39.



Zhu AZ, Zhou Q, Cox LS, Ahluwalia JS, Benowitz NL, Tyndale RF. Variation in trans-3'-
hydroxycotinine glucuronidation does not alter the nicotine metabolite ratio or nicotine
intake. PLoS One. 2013;8:¢70938.

Pacifici R, Altieri I, Gandini L, Lenzi A, Pichini S, Rosa M, et al. Nicotine, cotinine, and
trans-3-hydroxycotinine levels in seminal plasma of smokers: effects on sperm parameters.
Ther Drug Monit. 1993;15:358-363.

Chia SE, Xu B, Ong CN, Tsakok FM, Lee ST. Effect of cadmium and cigarette smoking on
human semen quality. Int J Fertil Menopausal Stud. 1994;39:292-298.

Zavos PM, Correa JR, Karagounis CS, Ahparaki A, Phoroglou C, Hicks CL, et al. An
electron microscope study of the axonemal ultrastructure in human spermatozoa from male
smokers and nonsmokers. Fertil Steril. 1998;69:430-434.

Yeung CH, Tiittelmann F, Bergmann M, Nordhoff V, Vorona E, Cooper TG. Coiled sperm
from infertile patients: characteristics, associated factors and biological implication. Hum
Reprod. 2009;24:1288-1295.

Miyaji K, Kaneko S, Ishikawa H, Aoyagi T, Hayakawa K, Hata M, et al. Creatine kinase
isoforms in the seminal plasma and the purified human sperm. Arch Androl. 2001;46:127—
134.

Gerhard I, Frohlich E, Eggert-Kruse W, Klinga K, Runnebaum B. Relationship of sperm
acrosin activity to semen and clinical parameters in infertile patients. Andrologia.
1989;21:146—154.

Alvarez JG, Storey BT. Role of glutathione peroxidase in protecting mammalian
spermatozoa from loss of motility caused by spontaneous lipid peroxidation. Gamete Res.
1989;23:77-90.

Dawson EB, Harris WA, Teter MC, Powell LC. Effect of ascorbic acid supplementation on
the sperm quality of smokers. Fertil Steril. 1992;58:1034-1039

Dacheux JL, Dacheux F. New insights into epididymal function in relation to sperm
maturation. Reproduction. 2013;147:R27-R42.

Bornman MS, Kok EL, du Plessis DJ, Otto BS. Clinical features of patients with detached
ciliary tufts in semen. Andrologia. 1989;21:18-22

Klaiber EL, Broverman DM, Pokoly TB, Albert AJ, Howard PJ, Jr, Sherer JF., Jr
Interrelationships of cigarette smoking, testicular varicoceles, and seminal fluid indexes.
Fertil Steril. 1987;47:481-486.

Hiremagalur B, Sabban EL. Nicotine elicits changes in expression of adrenal catecholamine
biosynthetic enzymes, neuropeptide Y and immediate early genes by injection but not
continuous administration. Brain Res Mol Brain Res. 1995;32:109-115.

Jensen JA, Goodson WH, Hopf HW, Hunt TK. Cigarette smoking decreases tissue oxygen.
Arch Surg. 1991;126:1131-1134.

Boissonnas CC, Jouannet P, Jammes H. Epigenetic disorders and male subfertility. Fertil
Steril. 2013;99:624-631.



ALCOOL E SOSTANZE D'ABUSO
Alcool

L'abuso di alcool negli uomini causa una riduzione della produzione di testosterone e atrofia
testicolare, i quali possono portare a impotenza, infertilitd e compromissione dei caratteri sessuali
secondari maschili. Tuttavia, non sono ancora ben stabiliti effetti dose-dipendenti dell'alcool sulla
spermatogenesi umana. Il background genetico e le carenze nutrizionali possono modulare I'impatto
dell'alcol sulla spermatogenesi. Anche se l'epatopatia alcolica in generale ¢ considerata come
l'espressione piu comune di patologia d'organo da alcool, ed ¢ correlata alla quantita totale di alcool
ingerito nel tempo, bisogna considerare che solo il 30% dei forti bevitori sviluppa epatite alcolica e
solo il 10% cirrosi epatica. Cio indica la difficolta di prevedere con certezza lo sviluppo di patologia
epatica alcool correlata, in relazione ad una differente suscettibilita individuale. Lo stesso principio
¢ valido per l'insorgenza di alterazioni del liquido seminale e per l'insorgenza di infertilitd nei
consumatori di alcool. Nell’'uomo si tende a considerare, come associato ad un basso rischio di
sviluppare patologie alcool-relate, un consumo giornaliero di 2-3 unita alcoliche, in presenza di
condizioni ottimali di salute, dove una unita alcolica corrisponde a 12 grammi di etanolo puro, che a
loro volta corrispondono ad un bicchiere di vino (125 ml), una lattina di birra (330 ml), un
bicchierino di superalcolico (30 ml).

L'alcool ha un effetto deleterio a tutti i livelli del sistema riproduttivo maschile: interferisce con i
meccanismi di feedback dell'asse ipotalamo-ipofisi-gonadi (HPG) con conseguente compromissione
della produzione e secrezione di ormone luteinizzante (LH) e follicolo-stimolante (FSH), causando
un deterioramento delle cellule del Sertoli. L'alcool colpisce le cellule di Leydig e riduce i livelli
ematici di testosterone, riducendo la sua produzione e aumentando la sua clearance metabolica.
Agisce anche sulle funzioni delle cellule del Sertoli, probabilmente producendo danni ad alcune
delle proteine necessarie per la produzione di spermatozoi. Pertanto, la riduzione alcool-indotta dei
livelli di testosterone, LH e FSH non solo ostacola il normale sviluppo morfologico e la
maturazione degli spermatozoi (causando una significativa teratozoospermia), ma rallenta anche la
produzione di spermatozoi da parte delle cellule germinali (oligozoospermia), in particolare nei forti
bevitori.

Il consumo di alcol altera i parametri seminali, la pit frequente anomalia ¢ l'incremento della
percentuale di spermatozoi morfologicamente atipici. Tendono anche a presentarsi una diminuzione
del volume liquido seminale ed un aumento della concentrazione seminale di leucociti.
Quest’ultimo aspetto sembra possa essere ricondotto alla maggiore frequenza, negli alcolisti, di
uretrite e prostatite.

Cannabis

Il sistema endocannabinoide (ECS) ¢ profondamente coinvolto nella complessa regolazione della
riproduzione maschile attraverso il rilascio endogeno di endocannabinoidi e il legame ai loro
specifici recettori. Disturbare il delicato equilibrio dell’ECS, a causa di uso di marijuana, puo avere
un impatto negativo sul potenziale riproduttivo. All’interno delle resine di colore dorato, essudate
dalla infiorescenze delle piante del genere Cannabis, si riscontrano arie sostanze psicotrope, la
principale delle quali ¢ il tetraidroccanabinolo (THC). Vari studi in vivo e in vitro hanno riportato
che la cannabis riveste un ruolo determinante nell'interrompere 1'asse ipotalamo-ipofisi-gonadi,
nell'alterare la spermatogenesi e le capacita funzionali degli spermatozoi, come la motilita e la
reazione acrosomiale. I recettori dei cannabinoidi sono strettamente collegati ai neuroni
nell'ipotalamo e il rilascio di GnRH ¢ inibito nei maschi dall'oppiode endogeno anandamide (AEA),
ma anche dal tetraidrocannabinolo (THC) attraverso 1'interazione con GABA e altri sistemi.

Dopo un'esposizione regolare alla cannabis si osserva una diminuzione della concentrazione di
spermatozoi. Risulta inoltre che il numero degli spermatozoi ¢ inversamente proporzionale alla



quantita di cannabis assunta. Ci sono evidenze piu limitate per quanto riguarda l'associazione tra
l'uso di cannabis e le anomalie morfologiche negli spermatozoi umani.

Cocaina

La cocaina ¢ un alcaloide derivante dalle foglie dell’Erythroxylum Coca. L’effetto farmacologico
principale ¢ quello di aumentare la disponibilitda sinaptica di catecolamine e serotonina, in
particolare agisce a livello delle terminazioni cortico-mesolimbiche e nigro-striatali aumentando la
disponibilita di dopamina per blocco della sua ricaptazione. A livello periferico, gli effetti
farmacologici sono quelli tipici dell’attivazione simpatica. L’assunzione di cocaina porta, come
effetto a breve termine, ad un incremento della libido. Il consumatore cronico di cocaina, invece, va
incontro ad un calo della libido e a disfunzione erettile, inoltre la cocaina pud causare
iperprolattinemia.
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L’OBESITA’

Oltre la meta della popolazione maschile e femminile in eta riproduttiva presenta una condizione
di sovrappeso o di obesita (1). L'incidenza di questa condizione sta aumentando progressivamente
nel corso degli anni e la prevalenza dell’obesita nei giovani maschi, & addirittura triplicata negli
ultimi 40 anni. L'obesita & una condizione in cui I'eccesso di tessuto adiposo si associa a varie
condizioni patologiche come il diabete, I'ipertensione, le patologie cardiovascolari ed alcuni tipi di
cancro. Sebbene sia noto da tempo che I'obesita riduce significativamente la fertilita femminile, il
potenziale ruolo di questa patologia sulla fertilita maschile & stato molto meno studiato. Tuttavia
vi sono numerose dimostrazioni a supporto degli effetti negativi dell’obesita sulla conta
spermatica, sulla struttura molecolare degli spermatozoi e sullo sviluppo embrionario e fetale (2).
In figura 2 e riportato il risultato di una meta-analisi che mette in luce le alterazioni seminali di
soggetti infertili affetti da obesita riscontrate nei differenti studi. Inoltre, una recente meta-analisi
ha chiaramente evidenziato che I'obesita paterna altera profondamente il potenziale riproduttivo
rispetto alla popolazione generale con conseguente riduzione della fertilita spontanea, del numero
di nati vivi e della percentuale di gravidanze ottenute attraverso procreazione medicalmente
assistita (3).

Negli ultimi anni, malattie come il diabete, I'ipertensione, l'ipercolesterolemia e linfertilita
maschile sono stati associati ad un elevato BMI soprattutto nelle popolazioni con maggiore
sviluppo socio-economico (4, 5, 6). Inoltre e stato riportato che gli uomini ipofertili hanno in media
un BMI superiore rispetto a quello riscontrato nella popolazione generale e che alti livelli di BMI si
associano ad un volume testicolare ridotto e ad una peggiore qualita del liquido seminale (7, 8).
Inoltre, 'aumento di peso si associa a bassi livelli di testosterone circolante, a ridotta qualita
seminale, a ridotta fertilita rispetto ai soggetti normopeso ed e stato calcolato che il rischio di
infertilita aumenta del 10% ogni 9 kg nei soggetti sovrappeso. Ancora, € stato riportato che
I'obesita paterna aumenta il rischio di obesita e diabete nei figli, suggerendo un possibile
meccanismo di amplificazione di queste malattie croniche nella prole (4).

Figura 2. Sintesi degli studi che hanno riportato la presenza di alterazioi seminali in soggetti obesi
alla ricerca di prole (2).

Concentration Motility Morphology

Strain et al.’* Decreased No change n/a
Jensen et al.*® Decreased No change Decreased
Magnusdottir et al.'¥ Decreased Decreased n/a
Fejes et al.!*® Decreased No change No change
Koloszar et al."* Decreased n/a n/a
Kort et al.® Decreased * Decreased *  Decreased *
Qin et al.™®® No change No change No change
Hammoud et al.**! Decreased Decreased Decreased
Pauli et al.*® No change No change No change
Aggerholm et al. No change No change No change
Nicopoulou et al.”*? Decreased n/a n/a
Hofny et al.™*3 Decreased Decreased Decreased
Stewart et al.’** Decreased n/a n/a
Chavarro et al.™ No change No change No change
Shayeb et al. & No change No change Decreased
Koloszar et al. '# Decreased n/a n/a
Sekhavat et al. ™7 Decreased Decreased n/a
Paasch et al. ** Decreased No change Decreased
Tuncetal. ® Decreased No change No change

Rybar et al.™® No change No change No change



Negli anni sono stati suggeriti diversi meccanismi patogenetici in grado di alterare la fertilita nei
soggetti obesi come le alterazioni endocrine, I'insulino-resistenza, I'inflammazione, il calore e lo
stress ossidativo. Molti studi hanno documentato che elevati livelli di BMI si associano a ridotte
concentrazioni di SHBG e testosterone con un concomitante incremento degli estrogeni circolanti.
Si stima che circa il 60% dei soggetti obesi presenti un certo grado di ipogonadismo. Bassi livelli di
testosterone ed elevate concentrazioni di estrogeni sono da sempre correlati ad uno stato di
alterata fertilita con ridotta conta di spermatozoi e disregolazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-
gonadi. Infatti, gli estrogeni hanno un effetto negativo sull’ipotalamo alterando la produzione del
GnRH con conseguente soppressione della produzione di gonadotropine. Inoltre, gli elevati livelli
di leptina presenti in questi soggetti contribuirebbero ulteriormente ad inibire il funzionamento
dell’asse. Pertanto, anche gli altri ormoni coinvolti nella regolazione della funzione sertoliana e
nella spermatogenesi come FSH, LH e inibina B sono stati osservati essere ridotti in maschi con
elevato BMI (4). E’ stato suggerito inoltre che nelle obesita gravi vi sarebbe una alterata secrezione
di oppioidi con conseguente quadro di ipogonadismo ipogonadotropo. Il diabete tipo 2 e
I'insulino-resistenza, che sono frequentemente associati all’obesita, avrebbero un effetto
peggiorativo sulla funzione endocrina dell’asse ipotalamo-ipofisario che sembrerebbe mediato dal
rilascio di citochine pro-infammatorie (9). Inoltre, & stato dimostrato che l'insulino-resistenza
avrebbe un effetto diretto e indipendente dai livelli di SHBG sulla produzione di testosterone. Tale
condizione infatti, sarebbe in grado di indurre I'espressione del gene DAXA a livello delle cellule di
Leydig con conseguente effetto inibitorio sulla steroidogenesi. Come detto nel paragrafo
precedente, I'obesita riveste un ruolo determinante nell’laumento della temperatura scrotale a
causa della incrementata adiposita addomino-scrotale. E’ stato dimostrato che tale condizione
puo contribuire a ridurre la capacita funzionale degli spermatozoi portando ad infertilita. Al
contrario, la rimozione chirurgica del grasso scrotale da un lato sarebbe in grado di ridurre la
temperatura testicolare e dall’altro porterebbe ad un miglioramento dei parametri seminali (4). Lo
stress ossidativo generato dalla massiva produzione di radicali liberi (ROS), & stato proposto per
molte condizioni patologiche e anche per I'obesita (6). Inoltre il fenomeno delle apnee notturne,
frequentemente presente in questi soggetti, &€ in grado di incrementare notevolmente i fenomeni
di stress ossidativo. Gli spermatozoi umani, sono particolarmente suscettibili alla perossidazione
lipidica a causa del loro elevatissimo contenuto di acidi grassi insaturi. | ROS vengono prodotti
normalmente nel metabolismo cellulare ed a basse concentrazioni risultano fondamentali alla
normale funzionalita spermatica. Tuttavia, un eccesso di ROS pud danneggiare il nucleo e il DNA
mitocondriale, portando a frammentazione, alterata ricombinazione e a difettosa compattazione
del DNA spermatico. Si € visto che elevate concentrazioni di ROS nel siero e nel plasma seminale di
soggetti infertili sono in grado di alterare la respirazione mitocondriale disaccoppiando il trasporto
di elettroni e la sintesi di ATP (10). Questo fenomeno induce un carente metabolismo di substrati
energetici in grado di portare importanti effetti negativi sulla qualita seminale. Alti livelli di ROS
sono stati associati infatti a ridotta motilita spermatica, a elevati tassi di frammentazione del DNA



spermatico e ad infertilita. Pertanto, oggi & chiaro che lo stress ossidativo indotto da un eccesso di
ROS a livello testicolare e in grado di indurre delle modificazioni cosi profonde nella
spermatogenesi da ridurre sia la produzione che la qualita degli spermatozoi.

Recentemente, gli studi sull’obesita maschile hanno messo in luce che oltre all’alterazione della
fertilita e degli ormoni testicolari, i soggetti obesi possono presentare disturbi della sessualita. Su
qguesta base, alcuni studiosi hanno verificato I'efficacia della chirurgia bariatrica sulle anomalie
della funzione riproduttiva in maschi con obesita severa documentando che mentre i disturbi
sessuali si attenuavano gia nel primo periodo dopo la chirurgia, non si verificava un miglioramento
parallelo dei parametri seminali (11). Saranno necessari follow-up pil prolungati ed ulteriori studi
per una comprensione pil ampia di questo fenomeno.

In conclusione, sebbene il meccanismo patogenetico che causa infertilita nei soggetti obesi non sia
stato ancora del tutto chiarito e verosimilmente si tratta di un problema multifattoriale, le
numerose evidenze scientifiche oggi ci consentono di considerare a pieno titolo I'obesita tra i
fattori di rischio di infertilita maschile.
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DIABETE, FARMACI ANTIDIABETICI E FERTILITA’ MASCHILE

Il diabete ¢ ormai una patologia che riveste un impatto notevole sull’intera popolazione
mondiale; recenti report, infatti, indicano che circa 415 milioni sono 1 soggetti affetti da diabete ¢ le
proiezioni al 2040 ipotizzano una crescita a circa 642 milioni (1). Come noto, al diabete sono
associate anche numerose complicanze che coinvolgono diversi organi quali occhio, rene, sistema
nervoso, apparato cardiovascolare, con le associate affezioni micro e macrovascolari tra cui la
disfunzione erettile (2) e, inoltre, sull’apparato riproduttivo maschile (3). Vari studi, infatti,
hanno dimostrato gli effetti negativi indotti dal diabete, sia tipo 1 che tipo 2 (4), sui parametri
seminali, sulla frammentazione del DNA nucleare e sulla qualita della cromatina (5-8), dovuti ad
alterazioni ormonali, ad effetti indotti dalla neuropatia diabetica o a stress ossidativo (4). E noto
che gli spermatozoi, per acquisire e preservare la loro motilita e nella fase di capacitazione,
necessitano di energia (3). A dimostrare il grande ruolo che i glucidi hanno sullo spermatozoo
sono 1 numerosi trasportatori di glucosio (GLUT 1-9) che passivamente consentono il
passaggio dei monosaccaridi attraverso la membrana fosfolipidica (9-10). Proprio i GLUT
svolgono un ruolo di adattamento alle variazioni ambientali e/o metaboliche utili a proteggere la
loro funzione ma, nel caso del diabete, possono essere associati ad una disfunzione del trasporto
dei nutrienti e quindi ad una ridotta fertilita (11-12). Di seguito i principali possibili effetti indotti
dal diabete sul liquido seminale (Tab.1):

Tabella 1: principali possibili effetti del diabete sul liquido seminale (3,8)

Alterazione della spermatogenesi

Ridotto volume dell’eiaculato

Ridotto numero di spermatozoi

Alterazioni della morfologia

Ridotta motilita

Ridotta capacita di fecondazione

Alterazione del DNA spermatico

Alterazione epigenetica durante la spermatogenesi

Gli effetti del diabete, pero, non sono solo espressi direttamente sull’organismo umano ma possono
anche incidere in maniera indiretta, ad esempio attraverso 1’utilizzo di farmaci per il trattamento
ipoglicemizzante. Nel caso dell’impatto di tali farmaci sulla fertilita, infatti, solo alcuni sono stati
studiati in maniera completa anche per i loro potenziali effetti sulla fertilita (Tab.2)



Tabella 2. Farmaci per il trattamento del diabete e possibile effetto sulla fertilita

Farmaco antidiabetico Possibili effetti sulla fertilita
(Si/No/Non Valutato - nv)

Inibitori dell’alfa glucosidasi nv
Biguanidi Si

Inibitori del DPP-IV Si

Glinidi Si

Agonisti del GLP-1 Si

Insuline Si

Inibitori del SGLT-2 Si/nv
Sulfaniluree Si
Tiazolidinedioni Si

Biguanidi

La metformina ¢ uno degli storici farmaci utilizzati nel trattamento del diabete e, grazie alla sua
attivita insulino-sensibilizzante, blocca la gluconeogenesi epatica, incrementa 1'uptake muscolare
del glucosio riducendone I'assorbimento a livello intestinale. Sebbene siano in atto alcuni lavori utili
a chiarire il ruolo della metformina sul metabolismo delle cellule del Sertoli e sulla fertilita
maschile, ¢ stato riportato in letteratura un potenziale effetto protettivo mediante 1’aumento
dell’attivita dei GLUT nelle cellule del Sertoli, la stimolazione della produzione di alanina con i
suoi effetti antiossidanti, I’aumento dei lattati con i loro effetti antiapoptotici sulla linea germinale

(13).

Inibitori del DPP IV

Questa classe di antidiabetici orali, mediante I'inibizione del DPP-IV e quindi aumentando 1 livelli
delle incretine GLP-1 e GIP, consentono 1’inibizione della secrezione del glucagone, quindi un
abbassamento della glicemia, diminuzione dello svuotamento gastrico con relativo beneficio sui
valori glicemici postprandiali. Tra le storiche molecole appartenenti a tale classe si ricorda il
sitagliptin. Studi su animali hanno evidenziato una safety sulla fertilita maschile ma, un case report
del 2011 ha ipotizzato una possibile compromissione della spermatogenesi in un paziente di 39 anni
che aveva assunto 50 mg di sitagliptin quotidianamente (14).

Glinidi

Tale classe di farmaci agisce come secretagoga non sulfanilureica. La repaglinide ¢ una delle
molecole di questa famiglia di antidiabetici orali. I dati non-clinici non hanno messo in evidenza
particolari rischi per 'uomo sulla base degli studi convenzionali sulla sicurezza farmacologica,
tossicita a dosi ripetute, genotossicita e potenzialita carcinogenetica (15). Gli effetti osservati in tutti

gli studi su ratti si sono verificati solo a concentrazioni plasmatiche superiori a quelle che
normalmente vengono adottate nel classico iter terapeutico (16).



Agonisti del GLP-1

Questa classe di farmaci porta ad inibire la secrezione di glucagone, a ridurre la motilita
gastrointestinale consentendo, cosi, la riduzione di appetito e di assunzione di cibo, con successivo
calo ponderale. Tra i vari potenziali effetti collaterali associati a tale classe non sono ancora ben
noti gli effetti sulla fertilitd maschile. Jeibmann et al. hanno evidenziato una riduzione della
pulsatilita del testosterone in concomitanza con 1’utilizzo di GLP-1 (17). La liraglutide ¢ una delle
numerose molecole appartenenti a questa famiglia e, in letteratura, sono riportati 3 casi su oltre 20
mila soggetti con reazioni avverse che hanno mostrato una ridotta, apparentemente reversibile,
conta spermatica durante il suo utilizzo (18). Inoltre, come riportato dalla FDA, recenti trials sulla
lixisenatide (clinical Study TDR11215) non hanno mostrato effetti significativi sulla
spermatogenesi nell’'uomo (19), almeno al dosaggio attualmente indicato nel trattamento per il
diabete.

Insuline

Tale categoria ¢ sicuramente la piu famosa e la piu fisiologica tra le terapie a disposizione tra i
farmaci antidiabetici. Tanti sono i tipi di insulina ad oggi utilizzabili ed altrettanti sono in fase di
studio. Ricerche su animali ad oggi non hanno mostrato particolari rischi per la fertilita (20).

Inibitori del SGLT-2

Questa classe di farmaci, per quanto sia nota da molti anni, ¢ di recente introduzione nel “parco”
farmaci per il trattamento del diabete. Sono molecole che agiscono inibendo il cotrasportatore
sodio-glucosio SGLT-2, sito a livello del tubulo contorto prossimale nonché responsabile di circa il
90% del riassorbimento del glucosio: riducono la soglia plasmatica renale per il glucosio e inducono
glicosuria con conseguente riduzione del glucosio plasmatico. E ipotizzabile che, data la frequenza
delle infezioni delle vie urinarie nei pazienti che assumono tali molecole (21), la fertilita possa
essere in qualche misura essere coinvolta ma, ad oggi, non sono noti studi sulla fertilita nell’uomo
anche se studi su animali, ai dosaggi terapeutici attualmente consentiti, non hanno mostrato effetti
in tal senso.

Sulfaniluree

Questa classe di farmaci antidiabetici agisce come secretagoga a livello delle insulae pancreatiche,
stimolate ad incrementare la produzione insulinica. La farmacocinetica di tale molecola si esplica
mediante I’azione sui canali di K ATP-dipendente con relativa depolarizzazione ed apertura dei
canali del Ca2+. Un interessante lavoro su campioni di liquido seminale umano ha evidenziato
come questa azione dose e tempo dipendente associata ad un aumento del [Ca2+] porta ad una
progressiva riduzione della vitalita degli spermatozoi, manifestando quindi un’attivita spermicida
(22). Ad oggi studi su ratti di sesso maschile non hanno comunque riportato effetti sulla capacita
riproduttiva.

Tiazolidinedioni



Il pioglitazone, principio attivo appartenente alla classe dei Tiazolidinedioni, agisce mediante
I’attivazione dei recettori PPAR-y coinvolti nella regolazione della trascrizione di geni utili a
favorire una risposta ipoglicemizzante mediante un’azione insulino-sensibilizzante (23). Un recente
lavoro di Meneses et.al. sugli effetti del pioglitazone sulle cellule del Sertoli, ha evidenziato un
aumento dei flussi glicolitici e della produzione di lattato deidrogenasi di queste cellule, passaggi
essenziali per sostenere e consolidare 1 vari step della spermatogenesi (23).

Allo stato attuale alcune molecole utilizzate per il trattamento del diabete non sono state studiate per
i lori potenziali effetti sulla fertilita nell’'uomo pertanto sono sicuramente necessari ulteriori studi
clinici utili a colmare tale “lack of knowledge” e consentire una terapia, non solo diabetologica,
impostata su misura per determinate tipologie di pazienti.
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STILI DI VITA E INFERTILITA’ MASCHILE

Negli ultimi anni numerosi studi hanno tentato di analizzare i possibili effetti di fattori ambientali e
stili di vita sulla produzione spermatica e sulla fertilita maschile. Tuttavia, a causa dell’enorme
variabilita intra ed inter-individuale nella conta spermatica e a causa della difficolta di eseguire
questi studi in modo rigoroso, solo per pochi di essi & stata trovata una solida evidenza scientifica
di una qualche relazione causale (1). Per molti altri fattori di rischio ipotetici, rimangono ad oggi
evidenze limitate di una chiara associazione con l'infertilita. In Tabella 1 sono riportati gli stili di
vita per i quali vi sono evidenze scientifiche a dimostrazione del loro ruolo nell’infertilita maschile.

Tabella 1. Stili di vita che comportano un rischio di infertilita

= TEMPERATURA SCROTALE

=  OBESITA
= FUMO
= ALCOOL

= ONDE ELETTROMAGNETICHE
=  SOSTANZE DA ABUSO E ANABOLIZZANTI
= ESPOSIZIONE FATTORI TOSSICI AMBIENTALI e/o OCCUPAZIONALI

IL CALORE

| testicoli nelll'uomo e nella maggior parte degli animali sono collocati nello scroto al di fuori
dell’laddome dove si trovano ad una temperatura di 2-8°C inferiore rispetto a quella corporea (2).
Inoltre, i testicoli sono dotati di un sistema di vasi posto tra il plesso pampiniforme e I'arteria
testicolare che permette di eliminare il calore eccessivo. Queste caratteristiche assicurano ai
testicoli una temperatura controllata che garantisce il normale completamento della
spermatogenesi (2).

Sia nell’'uomo che nell’animale é stato dimostrato che un aumento della temperatura scrotale si
associa ad un danno della spermatogenesi (3, 4). Sia un’esposizione ad alte temperature per un
breve periodo, sia un’esposizione a modesti aumenti di temperatura per periodi piu prolungati,
sono in grado di danneggiare quantitativamente e qualitativamente la spermatogenesi. Risalgono
addirittura al 1923 i primi studi sull’animale che dimostrano come in molte specie animali in cui
veniva indotto chirurgicamente il criptorchidismo, sviluppavano un arresto della spermatogenesi.
Curiosamente, I'applicazione di un sistema di raffreddamento del testicolo reso criptorchide erain
grado di prevenire l'alterazione della spermatogenesi (5). Nel 1987, alcuni autori avevano
riportato I'impatto di elevate temperature scrotali nel ratto e nel topo dimostrando un ridotto
volume testicolare ed una alterazione dei parametri seminali. Inoltre nel topo, effetti diretti del
riscaldamento testicolare portavano ad alterazione nello sviluppo delle cellule germinali con
alterata sintesi di DNA, RNA e proteine ma anche denaturazione proteica e difetti nel meccanismo
di compattazione della cromatina spermatica (2). In questi animali, 'esposizione dei testicoli ad un
range di temperatura tra i 38 ed i 42°C per un tempo variabile tra 20 minuti ed un’ora causava
effetti citotossici nelle cellule germinali con un maggiore impatto a carico degli spermatogoni
differenziati e degli spermatociti. Effetti negativi erano riportati anche a livello degli epididimi
nella porzione della coda, con perdita della loro capacita di accumulare e mantenere vitali gli
spermatozoi e conseguente graduale e progressivo aumento del numero di spermatozoi morti,
immobili e con alterazioni morfologiche a carico della testa e della coda. Gli epididimi e le
ghiandole accessorie secernono inoltre molti fattori importanti per la maturazione e la fisiologia
spermatica. La presenza nel liquido seminale di sostanze come fruttosio, zinco e alfa glucosidasi
sono fondamentali per I'attivita funzionale degli spermatozoi e I’esposizione al calore di epididimi,
vescicole seminali e prostata e stata chiaramente associata ad un alterata secrezione di questi



fattori (6). Inoltre, modelli sperimentali hanno dimostrato che una lieve e transitoria ipertermia
testicolare e in grado di indurre uno stress ossidativo in grado di alterare il delicato equilibrio tra
capacita ossidativa e anti-ossidante. Tale alterazione, sarebbe in grado di portare ad un
incremento dei radicali liberi e delle specie reattive dell’ossigeno, che rappresentano fattori di
insulto ai quali gli spermatozoi sono particolarmente sensibili.

Anche nell'uomo, l'aumento della temperatura scrotale & stato messo in relazione ad un
peggioramento della qualita spermatica e ad una riduzione della fertilita (2). L'esposizione dei
testicoli al calore nell’'uomo puo essere secondaria a vari fattori come I'esposizione occupazionale,
il criptorchidismo, gli stili di vita, I'abbigliamento, I'attivita fisica, il varicocele e I'obesita. E’ stato
riportato che i soggetti con lavori sedentari, come ad esempio i camionisti ed i tassisti, hanno una
temperatura scrotale mediamente piu elevata e questa & inversamente correlata con la conta
spermatica che risulta ridotta fino al 40% del normale. E’ stato dimostrato inoltre che uomini con
una pregressa storia di criptorchidismo, hanno una temperatura scrotale superiore alla media e
sono spesso subfertili o infertili. L'abitudine a frequentare le saune & spesso stata messa in
relazione ad un elevato stress termico da parte di tutto il corpo compresi i testicoli. Un recente
lavoro ha valutato la spermatogenesi, gli ormoni, il DNA spermatico ed i geni coinvolti nella
risposta allo stress termico in soggetti normozoospermici che per la prima volta si esponevano a
due sedute di sauna la settimana per 3 mesi (7). In questi soggetti si verificava una significativa
alterazione di tutti i parametri seminali, della funzione mitocondriale e della compattazione del
DNA spermatico. Negli spermatozoi di questi soggetti era possibile riscontrare una significativa
attivazione di tutti i geni coinvolti nello shock termico e nei meccanismi di risposta all’ipossia.
Tutte le modificazioni osservate nei soggetti esposti, scomparivano solo dopo sei mesi dalla
sospensione delle saune. Anche I'abbigliamento e gli indumenti intimi hanno un ruolo importante
nella regolazione del calore a livello testicolare. Vari autori hanno messo in luce che indumenti
intimi stretti, come ad esempio quelli indossati dai ciclisti o dai maratoneti durante I'attivita
sportiva hanno una scarsa capacita di disperdere il calore durante lo sforzo fisico. Basandosi su
gueste osservazioni, un recente lavoro ha dimostrato una significativa differenza tra i parametri
seminali registrati in soggetti che indossavano abitualmente slip o boxer (8). Recentemente é stato
messo a punto uno strumento (Thermochip) in grado di eseguire un holter della temperatura
scrotale durante le 24 ore (9). Attraverso questo strumento, il monitoraggio dinamico delle
variazioni termiche dei testicoli ha evidenziato come vi siano importanti variazioni diurne e
notturne in base alle attivita quotidiane svolte. Ad esempio, sono state osservate differenze
significative tra le fasi di riposo e di attivita fisica, tra I'attivita fisica da seduti o in piedi e anche tra
le ore del giorno e della notte. In particolare, lo strumento € stato utilizzato per confrontare la
temperatura scrotale media di soggetti normopeso, obesi e di soggetti affetti da varicocele. Lo
studio ha dimostrato che in caso di obesita o varicocele, i soggetti presentano una temperatura
scrotale media di due gradi superiore la norma come evidenziato in Figura 1. | risultati di questo
studio hanno inoltre dimostrato che la temperatura scrotale di ciascun soggetto riflette
esattamente sia lo stato funzionale dei testicoli che quello perfusionale. In questi soggetti infatti,
I'incremento di temperatura medio era direttamente proporzionale all’alterazione dei parametri
seminali e ormonali riscontrati. Un’altra possibilita infine, & che la riduzione e addirittura 'assenza
di periodi climatici freschi, osservata negli ultimi anni, sia responsabile del declino progressivo
della conta spermatica nella specie umana e del conseguente aumento dei tassi infertilita che si
riscontra a livello mondiale (5).

Inoltre, nei soggetti con elevata temperatura scrotale la riduzione della conta spermatica sembra
associarsi ad alterazioni a carico del nucleo degli spermatozoi. Vi sono numerosi studi infatti che
dimostrano come lo stress indotto dall’laumento della temperatura testicolare induce nei soggetti
esposti fenomeni di alterata condensazione cromatinica, aumento degli enzimi preposti ai processi



di apoptosi spermatica, riduzione dell’integrita cromatinica e frammentazione a carico del DNA (2,
10, 11). Infine nel topo, e stato dimostrato che addirittura un singolo, lieve e transitorio episodio
di riscaldamento scrotale e in grado di indurre un significativo danno del DNA tale da indurre
ridotta fertilita e alterare il processo di formazione della blastocisti (11).

Di conseguenza, fattori ambientali, stili di vita e patologie in grado di alterare la temperatura
scrotale, sembrano rappresentare importanti fattori di rischio per una ridotta produzione
spermatica e di conseguenza per una ridotta fertilita.

Figura 1.
Esempio di monitoraggio della temperatura scrotale eseguito mediante Thermochip in un
soggetto normopeso a), in un soggetto con varicocele sinistro b), ed in un soggetto obeso c)
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Definizione ed epidemiologia dell’infertilita

....

rappresentato da sempre un problema sentito in tutte le societa. I primi scritti che parlano di questo
argomento risalgono ad alcuni papiri egiziani del 2200 a.C. e, inoltre, sono numerosi i riferimenti
biblici sull’importanza della procreazione (... siate fecondi e moltiplicatevi; riempite la Terra ...”
— Genesi 1:28). A Ippocrate (460-370 a.C.) si deve il primo trattato “sul seme”, mentre sara la
medicina romana a riconoscere come cause del declino della fertilita, gia allora evidenziato,
I’avvelenamento da piombo, la promiscuita dei rapporti sessuali e il ricorso a bagni caldi.

Il forte rallentamento del tasso di natalita nelle societa occidentali, a partire dagli anni sessanta,
potrebbe essere collegato ad una perdita generale di fecondita, ma anche al desiderio delle coppie di
avere un minor numero di figli e di rimandare la maternita/paternita, proprio quando la capacita
riproduttiva si riduce per cause biologiche.

Secondo 1I’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) e I’American Fertility Society, una coppia
¢ da considerarsi infertile quando non ¢ in grado di concepire dopo 1-2 anni di rapporti sessuali
regolari e non protetti. Viceversa, ¢ da considerarsi sterile quella coppia nella quale uno o entrambi 1
coniugi siano affetti da una condizione fisica permanente che non renda possibile ottenere
gravidanza. Si definisce infertilita secondaria, la condizione della coppia che non riesce a
raggiungere una seconda gravidanza.

Secondo I’OMS, circa il 15% delle coppie in eta fertile nei Paesi occidentali ¢ affetto da infertilita.
Le limitazioni alle considerazioni di carattere epidemiologico a questa condizione sono legate al
fatto che non si tratta di analizzare le caratteristiche e la diffusione di un agente eziologico ben
preciso. L’infertilita e la sterilitd sono infatti causati da agenti eziologici diversi, talvolta
sintomatici, ma molto spesso asintomatici da un punto di vista clinico. Una ridotta o totale
incapacita riproduttiva ¢ inoltre espressione dell’interazione di due differenti condizioni fisiche,
quella maschile e quella femminile. Una stima dell’infertilita e della sterilita di una popolazione
deve quindi necessariamente utilizzare dei metodi approssimativi di tipo diretto o indiretto.

Pur con queste premesse, studi epidemiologici sulla popolazione generale riportano una percentuale
di concepimento dell’80-85% entro 12 mesi di rapporti liberi. Le restanti coppie che non hanno
gravidanza entro 2 anni possono avere destini diversi: la meta delle coppie senza anomalie
andrologiche e ginecologiche otterra una gravidanza entro i successivi 6 anni, mentre in presenza di
oligo (riduzione del numero degli spermatozoi eiaculati)-, asteno (riduzione della motilita
nemaspermica)-, e/o terato (riduzione della percentuale di forme normali)-zoospermia (OAT)
moderata-grave solo il 22-35% delle coppie otterra una gravidanza spontanea entro 12 anni.
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I dati forniti dall’Istituto Superiore di Sanita indicano che in circa il 35% delle coppie infertili si
riconosce un fattore maschile, nel 35% dei casi un fattore femminile, nel 15% dei casi entrambi 1
fattori; infine, nel rimanente 15% delle coppie 1’eziologia rimane sconosciuta (Fig. 1).

Fattore multiplo femminile
[5.80%)

Altro
(1i2%%)

Fattore sia maschile che
femminile [17.6%)

I
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{29.3%)

Figura 1.Frequenza delle cause di infertilita nelle coppie che si sottopongono a tecniche di
procreazione medicalmente assistita (PMA) (Registro Nazionale PMA, Istituto Superiore di Sanita)

E’ noto che la fertilita di una coppia correla in maniera diretta con la frequenza dei rapporti sessuali
e inversamente con 1’eta della donna, mentre non € stata dimostrata una chiara relazione con ’eta
dell’uvomo (Strickler, 1997). Tra 1 fattori di rischio che influenzano la fertilitd sono sicuramente
annoverati:

il fumo di sigaretta (Howe et al., 1985)

le variazioni del peso corporeo (Rebar, 1983; Sermondade et al., 2013)
1 fattori psico-emozionali (Paulson et al., 1988)

patologie sistemiche varie,

farmaci,

agenti chimici e fisici,

malattie sessualmente trasmesse.

Classificazione ed eziopatogenesi dell’infertilita maschile

La fertilita dell’'uomo ¢ garantita dalla normale produzione di liquido seminale, dalla presenza di un
numero adeguato di spermatozoi maturi e funzionali e da una normale eiaculazione grazie alla quale
gli spermatozoi possono raggiungere le vie genitali femminili.

Uno studio recente ha suggerito I’introduzione di nuovi valori di riferimento per definire lo stato di
fertilita maschile valutando i campioni di liquido seminale di 4500 uomini in 14 paesi di vari
continenti (Cooper et al., 2010). Il valore dei vari parametri del liquido seminale, corrispondente al
quinto percentile, ¢ stato adottato dall’Organizzazione Mondiale della Sanita nell’ultimo manuale
per I’esecuzione dello spermiogramma pubblicato nel 2010 (Tab. 1).



Tabella 1. Valori di riferimento dei principali parametri del liquido seminale: confronto tra i valori
forniti dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) nel 1999 e nel 2010.

Parametri del liquido seminale OMS 1999 OMS 2010

Volume (ml) >2 >1,5

Concentrazione (milioni/ml) 20 15

Numero totale di spermatozoi 40 39

(milioni/eiaculato)

Motilita totale (%) Non presa in >40%

considerazione

Motilita progressiva (%) Motilita tipo a >25% >32%
Motilita tipo a+b >50%

Morfologia: forme normali (%) >15% >4%

I valori di riferimento non indicano la fertilita di un soggetto, ma la possibilita o probabilita di
determinare un concepimento. Non vanno quindi considerati come parametro assoluto della fertilita
maschile, ma devono essere rapportati alla situazione clinica generale del maschio e soprattutto
della coppia nel suo complesso.

L’infertilita si instaura tutte le volte in cui si verifica un’alterazione della normale produzione,
maturazione, vitalitd e liberazione degli spermatozoi. Il maschio infertile, infatti, non riesce a
produrre e/o a liberare nell’eiaculato un’adeguata quantita di spermatozoi perfettamente maturi e
funzionali (Sharif, 2000).

Le cause di infertilita maschile sono molteplici e possono essere classificate in forme pre-testicolari,
testicolari e post-testicolari.

Cause pre-testicolari

Le cause pre-testicolari di infertilitd maschile comprendono patologie congenite o acquisite che
determinano una produzione deficitaria di gonadotropine (LH, FSH) con conseguente mancata
stimolazione della spermatogenesi. Le patologie responsabili di alterata funzione dell’asse
ipotalamo-ipofisi-testicolo hanno un’incidenza di circa I’8-10% (Vicari et al., 2006). Le principali
cause pre-testicolari sono riassunte nella Tab. 2.

Tabella 2. Principali cause di infertilita maschile a patogenesi pre-testicolare.

Patologie ipotalamiche e Sindrome di Kallmann

congenite Sindrome di Prader-Willy
Sindrome di Laurence-Moon-Biedl
Altre sindromi

Tumori
Radiazioni
Traumi
Sarcoidosi
Emocromatosi
Altro

Patologie ipotalamiche
acquisite

Adenomi
Craniofaringiomi
Sarcoidosi
Emocromatosi
Traumi

Patologie ipofisarie




e Infarti
e Altro

Altre malattie endocrine e I[perprolattinemie

Sindrome di Cushing

Iperplasia surrenalica congenita

Tumori estrogeni o androgeni secernenti
Ipotiroidismo e ipertiroidismo

Altro

Malattie sistemiche Epatopatie

Insufficienza renale cronica
e Malnutrizione

e Obesita

e Emocromatosi

e Sindrome di Wilson

e Altro

Obesita

Anche I’obesita puo contribuire all’ipogonadotropinemia e alla infertilita maschile (Sermondade et
al., 2012; Reis & Dias, 2012; Hofstra et al., 2008). Sebbene evidenze indichino che 1’obesita
potrebbe inibire direttamente o attraverso 1’insulino-resistenza la normale funzione testicolare, la
maggior parte dei dati suggerisce che il principale meccanismo causale dell’ipogonadismo
nell’obesita sia la soppressione di LH e FSH.

L’ipogonadismo obesita-indotto potrebbe essere causato da un’aumentata aromatizzazione del T in
17B-estradiolo (E2) nel tessuto adiposo periferico, in quanto I’E> ¢ un potente inibitore della
secrezione di LH. Anche la resistenza alla leptina potrebbe contribuire all’ipogonadismo obesita-
indotto. C’¢ una forte evidenza da studi animali e qualche conferma da un piccolo numero di studi
condotti su uomini leptina-deficienti che la leptina sia essenziale per la riproduzione maschile
normale (Teerds et al., 2011). In particolare, la leptina sembrerebbe agire attraverso la via della
kisspeptina, capace di stimolare il rilascio ipotalamico di GnRH, che a sua volta stimola la
secrezione di gonadotropine ipofisarie. Poiché 1’obesita ¢ comunemente associata con la resistenza
alla leptina, ¢ probabile che il deficit funzionale di leptina contribuisca all’ipogonadismo obesita-
indotto.

Cause testicolari

Le cause testicolari sono di gran lunga le cause piu frequenti di infertilitda maschile (50-70%)
(Vicari et al., 2006). Comprendono un gruppo eterogeneo di patologie a carico del testicolo che
alterano la normale produzione degli spermatozoi. Le principali cause testicolari sono riassunte
nella Tab. 3.

Tabella 3. Principali cause di infertilita maschile a patogenesi testicolare.

Varicocele e Ha una prevalenza compresa tra 1’8 e il 16% nella
popolazione generale maschile e una frequenza del 30-40%
tra 1 maschi infertili. Rappresenta una delle cause piu
frequenti di infertilita maschile.

Patologie genetiche e Sindrome di Klinefelter
e Microdelezioni del braccio lungo del cromosoma Y
e Sindrome di Down
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¢ Distrofia miotonica (sindrome di Steinert)
Criptorchidismo
Anorchia congenita bilaterale
Torsioni del funicolo
spermatico
Orchiti e Virali
e Batteriche
e Autoimmunitaria
Traumi
Uso o esposizione a sostanze | e Fumo di sigaretta
gonadotossiche e Pesticidi
e Farmaci
e Solventi
e Metalli pesanti
e Radiazioni ionizzanti
o Altro
Tumori
Varicocele

Il varicocele ¢ una patologia del testicolo caratterizzata da una dilatazione e da un’incontinenza
delle vene testicolari (o spermatiche). Quando queste vene sono dilatate si verifica un reflusso di
sangue dall’alto verso il testicolo, che provoca un aumento della temperatura e una condizione
ambientale sfavorevole per una normale produzione di spermatozoi (spermatogenesi).

Interessa circa il 10-20% della popolazione generale maschile. Pud insorgere gia in eta
preadolescenziale (riscontro nel 2-2,5% dei ragazzi tra i 7 e i 10 anni), ma I’epoca in cui
normalmente si manifesta ¢ quella della maturazione sessuale, tra gli 11 ¢ i 16 anni. E interessato
soprattutto il testicolo sinistro (95%) e raramente il testicolo destro (5%) per motivi anatomici. Nel
70% dei portatori di varicocele si riscontrano alterazioni pit o meno evidenti del liquido seminale.
11 varicocele puo infatti causare alterazioni della spermatogenesi, quali riduzione del numero degli
spermatozoi, alterazioni della motilita e della morfologia, per ipertermia intrascrotale (aumento
della temperatura di 1-1,5°C), per reflusso di cataboliti dalla vena surrenalica e/o secondari a
fenomeni ischemici.

Una diagnosi precoce ¢ fondamentale per seguire I’evolversi della patologia a carico della funzione
riproduttiva. Generalmente la diagnosi di varicocele viene posta in primo luogo con la visita. Una
ispezione accurata dello scroto e esame palpatorio adeguato permettono al medico di determinare la
presenza di varicosita a livello testicolare e di stadiare clinicamente il varicocele (Tab. 4).

Tabella 4. Stadiazione clinica del varicocele.

Grado Caratteristiche

Primo Varici non evidenziabili alla ispezione scrotale, non palpabili in condizione di base,
ma evocabili palpatoriamente durante manovra di Valsalva
Secondo | Varici palpabili in condizioni di base in corrispondenza della regione scrotale
Terzo Varici visibili all’ispezione dello scroto dove assumono sembianze di rilievi
serpiginosi superficiali




Dal momento che il varicocele puod portare a una compromissione della qualita del liquido seminale,
sono indispensabili uno spermiogramma e un esame ecografico della regione scrotale combinato ad
ecocolor Doppler del plesso pampiniforme che consentira di ottenere informazioni riguardo i
seguenti parametri:

e aumento di calibro delle ectasie venose >3 mm in clinostatismo,

e ulteriore aumento di calibro delle stesse passando dalla condizione di clinostatismo a quella
di ortostatismo,

e presenza di segnale colore in basale e/o in corrispondenza degli atti respiratori,

e durata del reflusso venoso espresso in secondi (tra 0,5 e 1 secondo = primo grado; tra 1 e 1,5
secondi = secondo grado; >1,5 secondi = terzo grado).

Microdelezioni del cromosoma Y

Le microdelezioni del cromosoma Y rappresentano una delle cause genetiche-molecolari piu
frequente dell’infertilita maschile (Krausz et al. 2003). Grazie all’identificazione di sequenze
specifiche del cromosoma Y, che ha permesso lo studio su larga scala del suo braccio lungo, sono
state distinte tre regioni critiche per la spermatogenesi, chiamate azoospermia factor (AZFa, AZFb e
AZFc) (Tiepoli e Zuffardi 1976; Vogt et al. 1996). Tali regioni contengono geni ed unita
trascrizionali, la maggioranza dei quali presenta un’espressione testicolare specifica. Ciascun tipo di
microdelezione insorge con frequenza diversa nella popolazione ed ¢ associata a quadri clinici
distinti di anomalie della spermatogenesi. La microdelezione piu frequente ¢ quella della regione
AZFc (60%); seguono poi le delezioni della regione AZFb, AZFb+c e AZFa+b+c (35%).

Le delezioni della regione AZFa sono piu rare (5%) ¢ sono associate ad azoospermia con un quadro
istologico di sindrome a sole cellule di Sertoli (SCOS) di tipo I, ovvero dall’assenza completa di
cellule germinali nei tubuli seminiferi. La delezione della regione AZFb determina azoospermia con
un quadro istologico di arresto della spermatogenesi. La delezione della regione AZFc (delezione
“b2/b4”) ¢ quella piu frequente ed ¢ associata a quadri istologici variabili dalla SCOS di tipo I e di
tipo II (presenza di alcuni tubuli con normale spermatogenesi) e alla ipospermatogenesi.

Cause post-testicolari

Le cause post-testicolari sono responsabili di circa il 20-40% delle infertilita maschili (Vicari et al.,
2006). Rientrano in questa categoria tutte quelle condizioni nelle quali si verifica un ostacolo al
transito dello sperma lungo le vie escretrici seminali fino all’orifizio uretrale esternoe/o
un’alterazione funzionale delle principali ghiandole sessuali accessorie. Le principali cause post-
testicolari sono riassunte nella Tab. 5.

Tabella 5. Principali cause di infertilita maschile a patogenesi post-testicolare.

Sindrome di Kartagener

Agenesia congenita dei dotti | e Per mutazione del gene CFTR

deferenti

Sindrome di Young

Vasectomia e traumi ¢ Interventi urologici

iatrogeni delle vie escretrici e Ernioplastica

Infezioni a carico delle e Responsabili del 1,5-16% delle infertilita maschili (Diemer et

ghiandole sessuali accessorie al., 2003). Queste possono determinare sia anomalie secretive,

maschili (MAGI) in quanto responsabili di importanti modificazioni a carico del
plasma seminale, sia anomalie ostruttive, in quanto possono
determinare sub-ostruzione monolaterale o bilaterale delle vie
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escretrici (La Vignera et al., 2006)

Anomalie dell’eiaculazione Eiaculazione retrograda

Aneiaculazione

Disfunzioni legate a neuropatia diabetica
Malattie del SNC

Lesioni midollari

Disfunzione erettile

Alterazioni congenite ¢ Ipospadia
dell’uretra e Epispadia

Agenesia bilaterale congenita dei dotti deferenti

Tra le cause post-testicolari di infertilita maschile, ricordiamo le mutazioni a carico del gene CFTR
che, nei casi di mutazioni con perdita di funzione piu grave, causano la comparsa della fibrosi
cistica. Alcune mutazioni nel gene della fibrosi cistica provocano 1’assenza congenita bilaterale del
vaso deferente (CBAVD), I’assenza congenita unilaterale del vaso deferente (CUAVD) senza
manifestazioni a livello dei polmoni o del pancreas, o I’ostruzione del vaso deferente.

L’agenesia bilaterale congenita dei vasi deferenti, trasmessa come carattere autosomico recessivo,
costituisce circa il 15% delle cause di infertilitd maschile che nel 80% dei casi ¢ riconducibile a
mutazioni del gene CFTR. E responsabile del 6-8% dei casi di azoospermia ostruttiva. Il vaso
deferente trasporta lo sperma dall’epididimo alle vescicole seminali, percid una sua anomalia
provoca oligozoospermia o azoospermia, a loro volta risultanti in infertilitd negli uomini portatori
della mutazione associata.

Importanza del ridotto volume testicolare

11 volume testicolare di un soggetto adulto in epoca fertile € compreso tra 15 e 25 ml (Prader, 1966),
la normale volumetria testicolare riflette due importanti aspetti funzionali. Da una parte il normale
completamento dello sviluppo puberale che si articola didatticamente in cinque stadi e che nella sua
fase conclusiva prevede appunto il raggiungimento di un volume target che rientri nel range sopra
indicato (Tinggaard et al., 2012; Marshall and Tanner, 1970). Esiste inoltre una certa relazione tra
funzione endocrino-spermatogenetica e volume testicolare nel soggetto adulto normale (Condorelli
et al., 2013). Classicamente il rialzo delle concentrazioni sieriche di gonadotropine riflette un danno
testicolare, relativo alla componente leydigiana (rialzo concentrazioni sieriche LH) e/o della
componente tubulare (rialzo concentrazioni sieriche FSH). Opportuno inoltre segnalare che
I’interpretazione dell’andamento delle concentrazioni sieriche di altri due ormoni testicolari :
Inibina B e Ormone Anti Mulleriano (AMH) in fase prepuberale puo’ rappresentare un importante
ausilio per la identificazione dei quadri di danno tubulare pre/peri puberale. Fisiologicamente infatti
le concentrazioni sieriche di AMH si riducono significativamente procedendo oltre il terzo stadio di
sviluppo puberale, abbassandosi ulteriormente nell’ultima fase. La presenza durante la maturazione
puberale di un quadro endocrino caratterizzato da : riduzione delle concentrazioni sieriche di
Inibina B e/o concentrazioni sieriche elevate o inappropriatamente normali di AMH per eta,
identificano prematuramente la presenza di una disfunzione del compartimento tubulare
((Tinggaard et al., 2012; Valeri et al., 2013).. E’ stato riportato recentemente che nella popolazione
maschile italiana in epoca fertile circa il 23% dei soggetti esaminati presenti un volume testicolare <
12 ml (Foresta et al., 2013). Bisgona infine ricordare che la corretta stima del volume testicolare
viene effettuata mediante esame ecografico, poiché la determinazione dello stesso mediante
orchidometro di Prader (valutazione in corso di esame obiettivo) tende a sovrastimare di circa 2 ml
(Sakamoto et al., 2007).



Infertilita idiopatica

Allo stato attuale, la causa dell’infertilita maschile non ¢ identificabile in circa il 20% dei casi e
quindi queste forme vengono definite idiopatiche (Menchini-Fabris e Turchi, 1996). All’infertilita
idiopatica possono certamente contribuire alcuni stili di vita che costituiscono un rischio per la
salute riproduttiva del maschio.

Fertilita maschile e stile di vita

La fertilita maschile nella popolazione occidentale sembra stia diminuendo negli ultimi anni. L’idea
di un peggioramento della qualita del liquido seminale ¢ gia presente da alcuni decenni. Pero solo
nel 1992, uno studio condotto da un gruppo di ricercatori danesi ha dimostrato che Ia
concentrazione di spermatozoi si ¢ ridotta negli ultimi 50 anni del 50%, passando da una
concentrazione media di 113 milioni/ml nel 1940 a 66 milioni/ml nel 1960 (Carlsen et al.,1992).

Molti epidemiologi si sono interrogati sulle possibili cause di questo fenomeno e sulla sua reale
entita. Alle cause piu note di infertilita, come le disfunzioni ormonali, il varicocele e il
criptorchidismo, oggi si aggiunge I’influenza dell’alimentazione e dell’inquinamento. E’ proprio nei
paesi industrializzati e piu sviluppati che ¢ stata riscontrata una riduzione piu significativa dei
parametri del liquido seminale, compresa la motilita degli spermatozoi. L’aumentata esposizione ad
una serie di sostanze nocive quali polveri sottili, piombo ed ossido di carbonio, presenti nell’aria e
in molti cibi pud portare ad una aumentata concentrazione delle stesse a livello testicolare, con
conseguente riduzione della concentrazione e della qualita degli spermatozoi, del rischio di cancro

alla ghiandola mammaria maschile, di criptorchidismo e di ipospadia (Balabanic et al., 2011).

L’alimentazione influenza la fertilita attraverso vari meccanismi. Per esempio, 1’assorbimento di
alcune sostanze che si accumulano durante il metabolismo pud influenzare il sistema ormonale,
interferire con la maturazione degli spermatozoi ed infine favorire I’infertilita maschile. Molta
attenzione va rivolta anche all’aumento del peso corporeo, soprattutto nei giovani e nei bambini.
L’obesita determina un anormale livello di ormoni riproduttivi, un aumento del rilascio di ormoni
dal tessuto adiposo ed altri problemi fisici tra cui anche un aumento della temperatura scrotale
(Cabler et al., 2010), tutti elementi in grado di danneggiare la produzione degli spermatozoi sia dal
punto di vista quantitativo che qualitativo (La Vignera et al., 2011).

La maggiore frequenza di malattie a trasmissione sessuale ¢ uno dei fattori che hanno determinato
un aumento della prevalenza di infertilita nel corso degli anni. Questo fenomeno ¢ dovuto
all’aumentata frequenza di rapporti sessuali con partner diversi € senza opportuna precauzione.
Molti sono i microrganismi che possono causare infezioni delle vie genitourinarie che spesso
decorrono in maniera paucisintomatica o del tutto asintomatica e per tale motivo non vengono
adeguatamente riconosciute. Ne risulta quindi una cronicizzazione dell’aspetto infettivo-
inflammatorio con coinvolgimento progressivo delle varie ghiandole sessuali accessorie maschili.

Da tempo si discute se esista un nesso tra I’'uso del telefono cellulare e la scarsa qualita del liquido
seminale. Alcune ricerche hanno mostrato un’influenza negativa delle onde elettromagnetiche sugli
spermatozoi, in quanto determinano una diminuzione delle motilita e della vitalita nemaspermica
all’aumentare della durata dell’esposizione. E’ emerso in particolare che gli spermatozoi esposti a
queste onde aumentano la produzione di radicali liberi dell’ossigeno (ROS). Si stabilisce cosi una
iperproduzione di ROS con conseguente aumento dello stress ossidativo, vera causa del danno
(Agarwal et al., 2009; La Vignera et al., 2012).

Il consumo eccessivo di alcool tende a ridurre la sintesi di testosterone e ad accelerare il suo
metabolismo; cio puo determinare disfunzione erettile, riduzione del grado di androgenizzazione e
infertilita, alla cui insorgenza contribuisce il danno sulle cellule di Sertoli causato dall’assunzione di
alcool (La Vignera et al., 2013; Condorelli et al., 2015).
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La tabella 6 riporta complessivamente i principali fattori di rischio per infertilitd maschile che
rappresentano i principali elementi anamnestici da indagare nella stratificazione del rischio

individuale.

Tabella 6. Fattori di rischio per infertilitd maschile. In rosso : grado severo, in giallo :
moderato, in verde : grado limitato, in grigio : condizioni da contestualizzare.

Doping

Infezioni tratto genitale

Varicocele

Trauma testicolare

Sostanze d’abuso : fumo, droghe, alcool

Malattie sessualmente trasmesse

Obesita (anche sovrappeso)

Eta > 40 anni

Malattie endocrine (iperprolattinemia, testosterone totale < 346
ng/dl)

Alterazioni del metabolismo glico-lipidico

Pregresso trauma cranico

Attivita fisica di tipo agonistico

Lavoro con turni notturni o numero di ore eccessive

Uso di telefonia mobile

Storia attiva di LUTS (sintomi basso tratto urinario in etd medio-
avanzata)

Esposizione a fattori ambientali e occupazionali

grado
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Poliabortivita — fattori maschili

Introduzione

L’aborto spontaneo ¢ la piu frequente complicanza della gravidanza. Due o tre consecutivi aborti
costituiscono invece una condizione piu rara (1-5%), di abortivita ripetuta che puod riconoscere
cause distinte. L’aborto ripetuto infatti riconosce diverse eziologie, spesso anche non identificabili,
riconducibili a fattori embrionari, materni o paterni, quali anomalie cromosomiche, disordini
trombofilici materni, disfunzioni immunitarie ed endocrinopatie. L'etiologia dell'aborto ripetuto ¢
determinata solamente nel 30% dei casi: nella maggior parte delle condizioni, I’iter diagnostico ¢

focalizzato sulla donna mentre per il maschio il percorso diagnostico ¢ spesso limitato ad un

semplice spermiogramma.

Negli ultimi anni si ¢ affermata 1’idea che 1’aborto ripetuto sia il risultato di un background genetico
sfavorevole sul quale intervengono fattori immunitari, ambientali legati anche allo spermatozoo.
Per quanto riguarda i possibili fattori maschili responsabili, o in gioco come con-causa, di aborto
ripetuto sicuramente 1’integrita del DNA dello spermatozoo rappresenta un determinante maggiore.
Non ¢ sufficiente indagare il cariotipo maschile, poiché alcune anomalie cromosomiche, genetiche
e in generale del DNA dello spermatozoo possono essere presenti anche in soggetti con corredo
cromosomico normale e che quindi possono derivare da alterazioni intrinseche della
spermatogenesi. In questo capitolo tratteremo pertanto di fattori maschili in senso di alterazioni
genetiche classiche, aneuploidie spermatiche e frammentazione del DNA. Inoltre, recenti evidenze
suggeriscono che anche l’infezione da HPV e I’adesione di HPV allo spermatozoo possano

contribuire all’abortivita.



Cause genetiche

Le conoscenze attuali relative all’eziologia dell’aborto ripetuto includono un piccolo numero di
fattori eziologici noti come certamente causativi e altri fattori implicati solo come possibili agenti
causali. Al primo gruppo appartengono le cause genetiche, rappresentate in maniera preponderante
dalle anomalie cromosomiche parentali (anomalie cromosomiche che possono essere presenti
indistintamente in ambo 1 membri della coppia) (1). I riarrangiamenti cromosomici bilanciati (sia
citogeneticamente che molecolarmente bilanciati) non determinano in genere effetti fenotipici in
termini malformativi o di compromissione dello sviluppo fisico e mentale del soggetto che ne ¢
portatore, poiché il corredo cromosomico € presente in maniera completa, sebbene sia organizzato
in modo diverso (fatto salvo per i casi in cui il punto di rottura cromosomica interrompa,
inattivandolo, uno specifico gene responsabile di malattia genetica). I riarrangiamenti cromosomici
bilanciati sono perd rilevanti nei confronti del rischio riproduttivo del soggetto portatore, in quanto
possono causare la formazione di gameti con corredo genetico sbilanciato, e quindi abortivita
ricorrente e/o prole con sindrome cromosomica. A seconda dello specifico riarrangiamento tale

rischio puo variare ampiamente.

Si stima che il 2- 4% degli aborti ripetuti sia associato alla presenza di un riarrangiamento
cromosomico strutturale bilanciato parentale, e tale anomalia sembra essere meno frequente negli
uomini rispetto alle donne. Le anomalie di piu frequente riscontro sono rappresentate dalle
traslocazioni reciproche bilanciate, che rappresentano la dislocazione di materiale cromosomico tra
due cromosomi non omologhi, con una frequenza del 4-6%, piu di 50 volte superiore rispetto alla
popolazione generale. Seguono le traslocazioni robertsoniane, traslocazioni che si stabiliscono tra
due cromosomi acrocentrici, omologhi o non omologhi, comportando la perdita delle braccia corte
dei due cromosomi coinvolti per fusione centrica delle braccia lunghe (soprattutto la t(13q:14q) con
frequenza 4 volte superiore rispetto alla popolazione generale). Di piu raro riscontro sono le fusioni
peri o paracentriche, le inversioni cromosomiche, le inserzioni, le anomalie dei cromosomi sessuali,
1 piccoli cromosomi sovrannumerari € 1 microriarrangiamenti (2). I cromosomi 4, 7 ¢ 10 sono 1 piu

comunemente coinvolti nei partner maschili di donne che hanno avuto esperienza di aborti ripetuti
3).

Anche le condizioni di mosaicismo somatico/gonadico (situazione in cui I’anomalia genetica non ¢
omogeneamente presente nell’individuo ma coinvolge solo talune linee cellulari) per
riarrangiamenti cromosomici strutturali degli autosomi, per quanto rare, possono determinare
interruzioni spontanee ripetute di gravidanza nei soggetti portatori. L’identificazione del

mosaicismo gonadico ¢ molto problematica, essendo asintomatico e criptico per il portatore. Ad



oggi non sono stati pubblicati dati circa il profilo citogenetico dei riarrangiamenti cromosomici
strutturali in mosaico e poco ¢ noto in merito al timing, al meccanismo di formazione e di
mantenimento degli stessi, né ¢ stata stabilita la prevalenza dei pazienti che ne sono portatori. In
letteratura sono stati identificati finora 103 casi di mosaicismo per riarrangiamenti non centromerici
in cui sia stato specificato il sesso del portatore. Si osserva una leggera predominanza maschile tra i
portatori di mosaicismo per riarrangiamenti bilanciati, mentre emerge una forte predominanza
femminile tra i portatori di mosaicismo per riarrangiamenti sbilanciati, suggerendo una selezione
specifica per I’'uomo contro le cellule anomale piuttosto che la compromissione della gametogenesi
maschile, e quindi una prognosi migliore per feti di sesso maschile. I portatori di mosaicismo per
riarrangiamenti sbilanciati possono mostrare deficit riproduttivo, infertilita e storia di aborti

ricorrenti con la partner.

Nelle coppie che sperimentano aborti ripetuti ¢’¢ una notevole predominanza femminile tra i
portatori di traslocazioni reciproche, a differenza di una lieve predominanza maschile tra le coppie
infertili. Sia nei maschi che nelle femmine la quota di traslocazioni reciproche negli individui
infertili ¢ piu bassa rispetto alla quota di traslocazioni reciproche presenti nei pazienti con aborti
ripetuti. Questi dati sono coerenti con la piu bassa frequenza complessiva di portatori di anomalie

cromosomiche omogenee tra i pazienti infertili rispetto ai pazienti con storia di aborti (5).

Pertanto, le anomalie cromosomiche strutturali, oltre ad essere un’importante causa di infertilita
maschile poiché le rotture dei riarrangiamenti cromosomici possono localizzarsi in corrispondenza
di geni per la spermatogenesi o possono determinare un “effetto posizione” su geni funzionalmente
importanti per la spermatogenesi (6-8) aumentano il rischio di esiti avversi della gravidanza,
rappresentando la pit comune causa genetica di aborti spontanei ripetuti e aumentando il rischio di
nati morti e di trasmissione di anomalie cromosomiche alla prole, a causa della produzione di un

numero piu alto di spermatozoi con corredo genetico sbilanciato (9).

Una valutazione completa della coppia che sperimenta I’aborto ripetuto dovrebbe pertanto includere
lo studio del cariotipo parentale, ancor piu se ’anamnesi genealogica estesa alla famiglia riveli la
presenza di altre coppie con poliabortivita o altri problemi riproduttivi (sterilita, nascita di bambini
con difetti congeniti), in quanto avvalora il sospetto di una traslocazione cromosomica che segrega
in vari membri della famiglia. A fronte di accertamenti cromosomici apparentemente negativi, €
eventualmente indicata anche 1’analisi FISH di tutti i telomeri, tesa ad escludere una traslocazione
subtelomerica criptica in un genitore, non rilevabile dalla capacita di risoluzione dell’esame

cromosomico standard né dal cariotipo molecolare.



Il counselling genetico trova indicazione in tutti 1 casi di aborto ripetuto associato ad anormalita
cromosomiche nei membri della coppia, e, sulla base della specifica diagnosi formulata, il percorso
della coppia potra prevedere la diagnosi genetica preimpianto o potranno essere fornite le
informazioni circa il possibile ricorso a donatori di gameti nei casi in cui I’anomalia genetica
parentale individuata provochi sempre aneuploidia dell’embrione, come nel caso delle traslocazioni

robertsoniane tra cromosomi omologhi (1).

Le anomalie cromosomiche non sono le uniche responsabili degli aborti ripetuti. Nei casi di aborto
ripetuto le anomalie cromosomiche nel prodotto del concepimento sono meno frequenti rispetto ai
casi di aborto sporadico, con un’analoga distribuzione dei differenti tipi di anomalie (10). Mutazioni
su singolo gene, come quelle associate alla fibrosi cistica o all’anemia falciforme, si associano solo
raramente ad aborti ripetuti (1). E raro che sul DNA del materiale abortivo vengano eseguiti
approfondimenti molecolari diversi rispetto al cariotipo standard. Esami genetici mirati, come la
ricerca di CNV (copy number variation) e la ricerca di mutazioni puntiformi su singolo gene,
vengono svolti solo in alcuni centri e su specifico sospetto clinico postulato in base alle notizie
anamnestiche familiari e relative alla gravidanza e ad eventuali segni clinici embrio-fetali, inclusi
quelli raccolti mediante lo studio dismorfologico del prodotto del concepimento svolto al momento
dell’espulsione. Non sono pertanto disponibili dati relativi all’impatto che le malattie monogeniche
e 1 disturbi genomici da microdelezione/microduplicazione cromosomica possano avere negli aborti
ripetuti, né se esista una predominanza degli stessi nei gameti maschili o femminili. Tuttavia, per
completezza e a livello piu strettamente didattico, ¢ possibile annoverare tra i fattori genetici
maschili (ma non esclusivamente maschili) causativi di aborti ripetuti I’eventuale presenza di
condizioni di mosaicismo germinale (ovvero mutazione genetica confinata unicamente al DNA
degli spermatozoi) per specifiche malattie autosomiche dominanti e X-linked a fenotipo tanto grave
da compromettere lo sviluppo embrio-fetale, condizionando I’interruzione spontanea e ripetuta della
gravidanza. Nel caso invece di patologie genetiche a trasmissione autosomica recessiva,
all’eventuale fattore maschile dato dallo stato di portatore sano eterozigote di mutazione recessiva
(sia in forma omogenea che in forma di mosaico coinvolgente le cellule germinali) dovra
combinarsi un evento mutazionale sulla copia allelica materna, o come evento “de novo” generatosi
al momento della generazione dell’embrione o come condizione ereditata dal genoma materno

(partner femminile portatrice sana).



Aneuploidie spermatiche

Spermatozoi aneuploidi possono essere riscontrati sia in soggetti con alterazione cromosomica
costitutiva, sia in soggetti con cariotipo normale. In caso di aborto ripetuto ¢ pertanto pertinente
studiare la costituzione cromosomica dello spermatozoo, espressione del contributo paterno allo

sviluppo del futuro embrione (11-13).

I primi studi che analizzavano indirettamente la costituzione cromosomica dello spermatozoo
risalgono agli anni '70 del secolo scorso ed utilizzavano la tecnica dell'iniezione spermatica negli
ovociti di hamster. Ad oggi la metodica maggiormente utilizzata ¢ I'applicazione della FISH
(fluorescence in-situ hybridization) sui nuclei spermatici (12). In contrasto con il test di hamster in
cui una serie di esperimenti sono spesso necessari per ottenere un numero di metafasi di studio
relativamente basso (circa 100 se la penetrazione degli spermatozoi negli ovociti di criceto ¢
buono), I'uso della FISH mediante sonde specifiche per i singoli cromosomi consente lo studio di
migliaia di spermatozoi (in interfase) in un tempo relativamente breve anche nei pazienti con

criptozoospermia/grave oligozoospermia.

Gli studi di letteratura che hanno analizzato il ruolo delle alterazioni cromosomiche spermatiche
negli aborti ripetuti sono scarsi ed estremamente variabili fra loro in relazione al disegno ed al tipo
di cromosomi studiati. Rubio et al. (1999) in un lavoro prospettico su 12 coppie con due o piu
aborti spontanei nel primo trimestre, studiando le aneuploidie spermatiche per i cromosomi 13, 18,
21, X e Y, hanno documentato un incremento significativo delle alterazioni per i cromosomi
sessuali in questi maschi rispetto ad un gruppo di controllo interno (0.84% vs 0.37%), dato
confermato dagli stessi autori in un successivo studio su 40 coppie con le stesse caratteristiche (14,
15). Carrell et al., studiando gli stessi cromosomi spermatici in 24 partner di donne con abortivita
ripetuta idiopatica, hanno anch'essi riscontrato un significativo incremento delle aneuploidie
spermatiche (2.77% + 0.22%) rispetto alla popolazione generale con le stesse caratteristiche (1.48 +
0.12%) e ad un gruppo di controllo fertile (1.19 + 0.11%) (16). In un altro studio, privo pero di
gruppi di controllo, su un totale di 14 coppie con normale mappa cromosomica ed assenza di cause
anatomiche, immunologiche ed endocrine di aborto ripetuto, ¢ stata riscontrata una percentuale
aumentata di aneuploidie spermatiche (16.5%) rispetto al dato pre-concezionale (4.6%) (17).
Ancora, in un elegante studio di Bernardini et al. (18) su 20 maschi di coppie con aborto ripetuto
nel primo trimestre, sono stati valutati separatamente i cromosomi 1-17, 8-18 ed 1 cromosomi

sessuali; inoltre in un sottogruppo ¢ stata eseguita FISH aggiuntiva per i cromosomi 4, 7, 12, 13,



15,1 8, 21 e 22 sulla base dei dati disponibili inerenti il cariotipo del prodotto del concepimento
abortivo. Ebbene un tasso marcatamente aumentato di disomie spermatiche (14.5-15.5%) ¢ stato
riscontrato in due casi; per altri tre pazienti il tasso cumulativo di disomie per i cromosomi 1, 17, 8,
18, X e Y risultava aumentato ma in maniera meno marcata (7.8-9.5%); infine per i rimanenti 15
casi la frequenza delle aneuploidie spermatiche risultava moderatamente aumentata o normale. Gli
autori evidenziavano che maschi di coppie con abortivitd ripetuta ed alterazioni numeriche e/o
qualitative seminali presentavano un tasso di aneuploidie ed in particolare diploidie maggiore dei
maschi con normali parametri seminali (con o senza aborto ripetuto). Questa evidenza ¢ stata
confermata da un piu recente studio retrospettivo su una vasta popolazione di maschi di coppie con
aborto ripetuto (140 uomini) su gravidanza spontanea e/o dopo cicli di procreazione medicalmente
assistita (PMA). 1l 40% di tali soggetti con normale concentrazione/motilita spermatica presentava
alterazione dei cromosomi spermatici (13, 18, 21, X e Y) rispetto a soggetti di controllo; inoltre
all'interno dei gruppo di coppie con aborto ripetuto, maschi con oligoastenoteratozoospermia
manifestavano una piu alta percentuale di aneuploidie spermatiche rispetto ai soggetti
normozoospermici (19). Infine, uno studio caso-controllo evidenzia come in 11 partner di coppie
con abortivita ricorrente piu del 60% dei soggetti presenta errori meiotici coinvolgenti il
cromosoma 16 suggerendo che le disomie paterne di tale cromosoma possano avere un peso

paritario alle disomie materne sul corredo cromosomico fetale (20).

I dati di letteratura, sebbene scarsi, sembrano concordi pertanto nell'evidenziare che maschi di
coppie con abortivita ricorrente presentino un aumento delle alterazioni dei cromosomi spermatici
studiate mediante FISH che possono tradursi in un aumentato rischio di aneuploidie nel prodotto del
concepimento. E pertanto ipotizzabile che tali coppie possano beneficiare della diagnostica genetica
pre-impianto (PGD) anche se 1 dati finora disponibili sembrano documentare che la FISH prima
della PGD non migliori 1'outcome in coppie con prognosi riproduttiva sfavorevole in particolare con

abortivita ripetuta (21).

Come sottolineato da una recente review sull'argomento (22), ancor oggi le indicazioni per eseguire
l'analisi delle aneuploidie spermatiche mediante FISH nella pratica clinica ed il beneficio che tale
indagine puo avere in coppie con outcome riproduttivo sfavorevole (in particolare con aborti

ricorrenti) rimangono dibattute e controverse.



Frammentazione del DNA spermatico

Negli ultimi anni un sempre maggior numero di studi ha riportato che la valutazione della
frammentazione del DNA spermatico puo rappresentare un parametro diagnostico per I’infertilita
maschile in associazione all’esame del liquido seminale. Sebbene uno spermatozoo con DNA
frammentato possa comunque fertilizzare 1’ovocita (23), eventuali frammentazioni nel DNA
paterno che non vengono riparate dalla cellula uovo (soprattutto quelle a doppia elica di DNA)
avranno conseguenze sullo sviluppo embrionale e fetale e quindi sul successo della gravidanza. Non
¢ infrequente che coppie senza un evidente fattore di infertilita femminile o maschile non riescano a
concepire: ¢ probabile che in queste coppie sia presente un fattore genetico maschile di infertilita,

che comprende danni al DNA, alterazioni meiotiche o aneuploidie spermatiche.

Come accennato in precedenza, in seguito a fertilizzazione da spermatozoo con DNA frammentato,
I’ovocita possiede i necessari meccanismi di riparazione del DNA, i quali perd sono altamente
influenzati dalla qualita genomica e citoplasmatica della cellula uovo, a loro volta fortemente eta-
dipendente. Anche la qualita del DNA spermatico dipende dall’eta paterna (24), andando

ulteriormente ad aggravare le probabilita di gravidanza in coppie di eta avanzata (25).

Sulla base di queste evidenze, diventa quindi fondamentale comprendere la patogenesi della
frammentazione del DNA spermatico. Si possono classificare cinque meccanismi di danno al DNA
nella cellula spermatica: 1) alterata apoptosi durante la spermatogenesi; 2) rotture del filamento di
DNA durante il rimodellamento cromatinico nella spermiogenesi; 3) frammentazione post-
testicolare del DNA indotta da radicali liberi dell’ossigeno (ROS) durante la fase di trasporto degli
spermatozoi lungo i tubuli seminiferi e 1’epididimo; 4) frammentazione indotta da caspasi e
endonucleasi endogene; 5) danno al DNA indotto da fattori esogeni quali: radioterapia,
chemioterapia, inquinanti ambientali. Tra questi cinque meccanismi, quello che gioca un ruolo
preponderante ¢ la frammentazione post-testicolare durante il viaggio dello spermatozoo lungo
I’epididimo: le cellule spermatiche nell’eiaculato o nella cauda epididimale mostrano infatti livelli
di frammentazione del DNA maggiori rispetto a spermatozoi testicolari (26). Studi recenti hanno
dimostrato come spermatozoi immaturi, attraverso 1’elevata produzione di ROS, possano indurre
danni al DNA in spermatozoi maturi in seguito alla spermiazione, durante la quale si verifica una
co-migrazione di cellule spermatiche mature e immature dai tubuli seminiferi alla cauda
dell’epididimo (27). Inoltre, anche le cellule epiteliali dell’epididimo possono avere un ruolo nella

frammentazione del DNA spermatico indotta da ROS in maniera diretta, oppure indirettamente



attraverso I’attivazione di caspasi e endonucleasi, in seguito a fattori esogeni come elevate
temperature o fattori ambientali. Se il danno ¢ causato in maniera diretta da ROS, 1'uso di
antiossidanti ¢ in grado di limitare il danno al DNA (26). In particolare, il danno diretto da ROS
induce principalmente rotture a singolo filamento della doppia elica di DNA, mentre danni di tipo
indiretto (attivazione caspasi e endonucleasi, fattori esogeni) generano principalmente rotture a
doppio filamento. Mentre il primo tipo di danno puo essere riparato dall’ovocita o dall’embrione, il
secondo ¢ nella maggior parte dei casi impossibile da riparare ed ¢ quindi incompatibile con un

corretto sviluppo embrionale e fetale.

Diventa quindi di fondamentale importanza saper individuare e riconoscere le frammentazioni del
DNA spermatico. A questo scopo, diversi tests sono stati introdotti nel corso degli ultimi anni e
includono: TUNEL, comet test, SCSA, SCD e y-H2AX. Diversi studi hanno mostrato come la
frammentazione del DNA spermatico possa influenzare significativamente il successo di
gravidanza, tuttavia la maggior parte dei tests utilizzati non ¢ in grado di distinguere danni a singolo
filamento da quelli a doppio filamento, né esistono valori di riferimento universalmente riconosciuti
per questi test. Molto recentemente ¢ stato dimostrato che la fosforilazione dell’istone H2AX ¢ un
valido indicatore del danno a doppio filamento del DNA spermatico e questo test si ¢ dimostrato
infatti piu sensibile rispetto al test TUNEL nel predire il successo di gravidanza dopo ICSI in coppie

infertili (28).

Indipendentemente dalla metodica utilizzata, numerosi studi hanno evidenziato un’associazione tra
frammentazione del DNA ed outcome riproduttivo, sulla base dei quali una recente meta-analisi ha
infatti confermato come un’elevata percentuale di frammentazione del DNA spermatico si associ a

elevata frequenza di aborto e ridotta probabilita di gravidanza (29).

Gia Carrel et al (56), in uno studio condotto su partners maschi di donne con abortivita spontanea,
avevano osservato che la percentuale di frammentazione del DNA (DFI) era statisticamente
aumentata rispetto al gruppo di controllo, in assenza di evidenti differenze significative dei
parametri seminali. Al contrario Brahem (57) aveva notato un’associazione tra conta nemaspermica

e indice di frammentazione.

Carlini et al (58 ), in uno studio condotto su 112 maschi di coppie che riportavano nella storia
riproduttiva due o piu aborti ricorrenti dopo concepimento naturale, hanno evidenziato che il DFI
era statisticamente piu alto rispetto al gruppo di controllo ma sovrapponibile al gruppo di uomini
con infertilita idiopatica. Allo stesso tempo il DFI correlava positivamente con il fattore eta , in
accordo con quanto gia descritto da Cohen-Bacrie et a (59). Gli Aa non hanno osservato nessuna

differenza per quanto riguarda i parametri seminali.



L’effetto del DFI differisce a seconda della tecnica di PMA utilizzata: [’associazione tra
frammentazione del DNA e ridotto tasso di gravidanza risulta significativa solo dopo IVF e non
ICSI (30). Questa discordanza puo essere giustificata dalla selezione spermatica durante ICSI, che
permette di rimuovere gli spermatozoi con morfologia anormale, che ¢ il principale parametro
seminale correlato all’aumentata frammentazione del DNA (31). Tuttavia attraverso ICSI si va ad
annullare I’effetto delle barriere di selezione naturale durante il processo di fertilizzazione, e infatti
nella stessa meta-analisi si evidenzia come il tasso di aborto in presenza di elevata frammentazione
del DNA sia significativamente aumentato solo dopo ICSI ma non IVF (30). Tuttavia, 1’elevato
tasso di aborto spontaneo riportato in diversi lavori dopo ICSI/IVF (29) in uomini con elevata
frequenza di frammentazione del DNA spermatico suggerisce che gli effetti deleteri del danno al
DNA persistano ugualmente a prescindere dalla tecnica utilizzata, lasciando aperto quindi il
dibattito sul miglior approccio clinico per la PMA in presenza di elevata frammentazione del DNA

spermatico.

Dai dati di letteratura si deduce che un aumento del DFI si associa ad una diminuita capacita
riproduttiva sia in termini di fertilizzazione che di outcome della gravidanza. Sebbene I’indice di
frammentazione del DNA si presenta aumentato nei maschi di coppie affette da abortivita ricorrente
e pertanto proporsi come marker di fattore maschile, non pud perd essere considerato come

predittivo per il rischio di abortivita ricorrente.

Se la frammentazione del DNA spermatico risulta come uno dei fattori limitanti in una coppia
infertile, allora una strategia volta a ridurre 1 livelli di frammentazione del DNA dovrebbe portare a
un aumento di probabilita di successo della gravidanza in coppie senza causa apparente di
infertilita, suggerendo quindi la necessita di diagnosi del danno al DNA con le metodologie piu
opportune. Soprattutto 1’identificazione e selezione di una popolazione, o di un singolo spermatozoo

con DNA integro diventa un punto cruciale nel contesto della PMA.



Ruolo del’HPV

Il Papillomavirus umano o HPV (acronimo di Human Papilloma Virus) ¢ un adenovirus, che
appartiene ad una famiglia di piu di 150 genotipi (32). Gli HPV sono virus nudi (senza pericapside),
possiedono un capside icosaedrico con un diametro attorno a 50 nm, formato da 72 capsomeri che
possono essere pentameri o esameri. Ciascun capsomero da origine a una protuberanza che ha una
forma simile a una stella a cinque punte con un canale al centro. Il capside contiene un genoma
costituito da DNA circolare a doppio filamento lungo 8 Kb che codifica per otto geni precoci (early,

da E1 a E8) e due geni tardivi (late, L1 e L2) (33).

HPYV ¢ un virus ubiquitario che colpisce sia uomini che donne, sessualmente trasmissibile (34). Dei
genotipi completamente sequenziati, 12 (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) sono
stati definiti come ad alto rischio a causa della loro forte associazione con diverse neoplasie (35);
mentre la maggior parte sono molto raramente associati a neoplasie e sono quindi classificati come
a basso rischio, potendo per lo piu causare infezioni subcliniche o papillomi benigni,e che possono
persistere per mesi o anni, fino a quando non sono debellati dal sistema immunitario dell'ospite

(34).

Le proteine precoci del virus hanno lo scopo di favorire la crescita e la divisione della cellula;
I'HPV puo infatti replicare solo nelle cellule in replicazione, in quanto non codifica per una DNA
polimerasi propria, ma ha bisogno della polimerasi della cellula ospite, che viene sintetizzata nelle
cellule in attiva divisione. Le cellule bersaglio del virus sono la cute e le mucose, due tessuti che si
rigenerano in continuazione. Il virus induce la crescita degli strati basale e spinoso dell'epidermide

(acantosi) o dello strato superficiale della mucosa (36).

Considerando l'infezione da HPV nel sesso maschile sono disponibili pochi dati, anche se negli
ultimi anni I’interesse scientifico ¢ cresciuto e ha dato luogo a diversi recenti lavori. Generalmente
la sintomatologia HPV-correlata nel maschio pud manifestarsi con lesioni delle mucose rilevate
all’esame clinico oppure con patologie piu complesse causate da genotipi ad elevato indice
oncogeno. Nella maggior parte dei casi, l’infezione da HPV ¢ asintomatica, mentre le
manifestazioni sintomatiche piu frequenti sono i condilomi acuminati, 1 papillomi laringei e le

forme neoplastiche della regione anogenitale e localizzate all’ano ed al pene. (37).



Recentemente ha suscitato grande interesse il rilevamento di HPV DNA nell’uretra, nei dotti
deferenti, nell’epididimo e nel testicolo: dati recenti di letteratura hanno documentato la presenza
del virus nel liquido seminale richiamando percid maggiore attenzione al problema. Ancora
infezione da HPV ¢ stata dimostrata non solo in maschi con fattori di rischio per il virus ma anche
in soggetti sessualmente attivi asintomatici ed in soggetti con storia di infertilita. In presenza di
infezione da HPV ¢ stata anche riscontrata una alterazione dei parametri seminiologci, in particolar
modo la motilitd. La presenza di glicosaminoglicani o altri fattori solubili sulla superficie dello
spermatozoo si ritiene possano mediare l'interazione e il legame tra HPV e spermatozoo (38),
ipotesi confermata dalla presenza della proteina del capside L1 e del glicosaminoglicano syndecan -
1 nella regione equatoriale del testa dello spermatozoo (39). Un recente lavoro di Laprise ha stimato
la prevalenza di HPV nel liquido seminale in circa il 10% (95% CI: 7-14%) degli uomini nella
popolazione generale e addirittura nel 16% (95% CI: 10-23%) degli uomini affetti da inspiegabile
infertilita (40). Infatti, evidenze recenti dimostrano una possibile correlazione tra infezione da HPV
nel liquido seminale e casi di astenozoospermia idiopatica (39, 41, 42). 11 gruppo di Lee fu uno dei
primi a dimostrare che spermatozoi incubati per 24 ore con frammenti di DNA di HPV tipo
6,11,16,18 o 31, mostravano una diminuzione della motilita progressiva e una ridotta capacita di
spostamento laterale della testa (43). Questi risultati sono stati successivamente confermati in
differenti studi in vivo (39, 44) nei quali gli autori, utilizzando il Mar-Test , segnalavano una
percentuale significativamente piu alta di ASA nei soggetti HPV positivi rispetto ai soggetti non
infetti, sottolineando come in quei soggetti con spermatozoi in cui HPV-DNA era adeso alla
superficie e con Mar-Test positivo, la motilita degli spermatozoi era ulteriormente compromessa e

che la prevalenza di HPV era in accordo con la presenza di ASA (45).

La piu alta prevalenza di ASA nel liquido seminale di uomini HPV positivi portano a ipotizzare che
la motilita degli spermatozoi possa essere compromessa attraverso un meccanismo immunitario che
non ¢ ancora ben compreso. In particolare, non ¢ del tutto chiaro se ASA reagiscono direttamente
con la superficie dello spermatozoo o, in caso contrario, se si legano ad HPV ancorato alla cellula
spermatica (38). Ad oggi, sulla base delle prove in vitro, il meccanismo molecolare putativo che
possa giustificare le alterazioni dei parametri seminali relative all’ HPV ¢ I’aumento del tasso di

frammentazione del DNA degli spermatozoi e di apoptosi (46, 47).

Alcuni lavori hanno dimostrato come lo spermatozoo possa trasportare il DNA di HPV esogeno e
potenzialmente agire come un vettore che trasmette HPV al partner sessuale, nonché ad un feto
attraverso 1’ovocita fecondato (48). In modelli murini, spermatozoi infettati da HPV riuscivano a
fecondare ovociti con successo, cui seguiva successiva espressione genica nella massa cellulare

interna e nel trofoectoderma della blastocisti primordiale (49).



Utilizzando il test di penetrazione degli spermatozoi nella cellula uovo di criceto, Foresta e
collaboratori hanno dimostrato in modo simile che lo spermatozoo umano puo trasferire i geni E6 /
E7 ed L1 all’ovocita, con conseguente espressione genica nella blastocisti in via di sviluppo (50).
L’espressione dei geni E6 / E7 ¢ stata correlata all’aumento della frammentazione del DNA e alla
morte del trofoblasto nella blastocisti (51). Oltre al suo impatto sulla crescita del trofoblasto, HPV
sembra ridurre I’impianto endometriale delle cellule trofoblastiche, aumentando cosi la teoria di

rischio di aborto spontaneo HPV correlato (52).

Queste osservazioni suggeriscono il possibile effetto negativo di HPV sulle prime fasi di sviluppo
embrionale, confermate da diversi lavori. In uno studio condotto su 108 i pazienti con aborti
spontanei, il DNA di HPV 16 e 18, era rilevato nel 7,4% di tutti i feti testati (53). In un altro studio
confrontando 25 aborti spontanei con 15 interruzioni volontarie di gravidanza, le sequenze di HPV
E6 / E7 erano rilevate nel 60 % e nel 20 % rispettivamente (54). Lo studio di Garolla e collaboratori
(55) ha valutato I'esito riproduttivo di 226 coppie infertili sottoposte a tecniche di riproduzione
assistita (ART) con o senza papillomavirus umano nello sperma. In cinquantaquattro partner di
sesso maschile (23,9%) era stata riscontrata l'infezione da HPV confinata alla superficie dello
spermatozoo, sulle cellule di esfoliazione o in entrambe. Durante il periodo di diagnosi, le coppie
con partner maschile non infetto avevano ottenuto gravidanze spontanee. ART erano state eseguite
in 158 coppie HPV negative ¢ 54 coppie HPV positive, con il 38,4% e il 14,2% di tassi di
gravidanza cumulativo, rispettivamente. Il follow-up delle gravidanze mostrava un tasso di aborto
spontaneo piu elevato nelle coppie infette (62,5% vs 16,7%), e le gravidanze in corso di
quest'ultimo gruppo erano caratterizzate dalla presenza di HPV confinata solo sulle cellule di

esfoliazione.



Conclusioni

Nonostante la cause di abortivita ripetuta rimangano spesso inspiegate, negli ultimi anni si sono
chiariti alcuni meccanismi, o fattori di rischio, legati al contributo paterno e in particolar modo allo
spermatozoo. La coppia con abortivita ripetuta deve percio intraprendere un percorso andrologico
sottoponendo il maschio ad approfondimenti diagnostici. In ottica PMA tale percorso potrebbe
essere di ausilio laddove vengano sperimentati insuccessi terapeutici. In questo senso, le indagini
genetiche, le analisi sul DNA dello spermatozoo e la ricerca di HPV nel liquido seminale
dovrebbero essere eseguite in tutte le coppie che affrontano un percorso di PMA, dal momento che
tali indagini hanno anche un ruolo prognostico e quindi non andrebbero riservate solo alle coppie

che sperimentano aborti ripetuti.
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ESAME DEL LIQUIDO SEMINALE

L’'esame standard del liquido seminale o spermiogramma, & un esame di primo livello che
rappresenta il punto di partenza per I'impostazione diagnostica e per valutare la risposta alle
terapie andrologiche. Per una corretta esecuzione laboratoristica dell’esame seminale &
fondamentale standardizzare le procedure analitiche e pre-analitiche che comprendono precise
norme di raccolta e consegna nonché di valutazione del campione seminale. Da alcuni anni viene
considerato come punto di riferimento per I'analisi il manuale del WHO (Tabelle 1 e 2) che
nell’ultima edizione (WHO 2010) ha stabilito i valori di riferimento basandosi su una coorte di
uomini sani con un time-to-pregnancy inferiore ai 12 mesi.

Tabella 1. Esame del liquido seminale con indicazione del valore minimo (5° percentile) e medio (50° percentile) dei
soggetti fertili (WHO 2010).

PARAMETRI SEMINALI VALORI DI RIFERIMENTO
5° percentile 50°percentile
Volume seminale (ml) >21.5 >3.7
pH >7.2 >7.2
Concentrazione spermatozoi (milioni/ml) >15x 10° >73x 10°
Numero totale spermatozoi/eiaculato (milioni) >39x 108 > 255x 10°
Motilita (%) > 32% motilita > 55% motilita
progressiva (PR) progressiva (PR)
> 40% motilita totale > 61% motilita totale
(PR+NP) (PR+NP)
Morfologia (%) > 4% >15%
Vitalita (%) >58% >79%
Leucociti < 1x 10%/ml
Immunobead test o MAR test < 50% spermatozoi

mobili con bead adese
< 50% spermatozoi con
particelle adese

Tabella 2. Terminologia utilizzata per la classificazione delle caratteristiche del liquido seminale.

Normozoospermia Normalita dei parametri seminali
Oligozoospermia Concentrazione spermatica < 15x 10%/ml o numero totale di spermatozoi
nell’eiaculato < 39x 10°
Astenozoospermia < 32% di spermatozoi con motilita progressiva (PR)
< 40% di spermatozoi con motilita totale (PR+NP)
Teratozoospermia < 4% di spermatozoi con morfologia normale
Oligo-asteno-teratozoospermia Alterazione del numero, della motilita e della morfologia degli
spermatozoi
Oligo-teratozoospermia Alterazione del numero e della morfologia degli spermatozoi
Oligo-astenozoospermia Alterazione del numero e della motilita degli spermatozoi
Asteno-teratozoospermia Alterazione della motilita e della morfologia degli spermatozoi
Criptozoospermia Presenza di spermatozoi solo dopo centrifugazione
Necrozoospermia < 58% di vitalita spermatica
Azoospermia Assenza di spermatozoi nell’eiaculato anche dopo centrifugazione

Aspermia Assenza di eiaculato




L'esame del liquido seminale comprende la valutazione di parametri macroscopici e microscopici
dell’eiaculato. Per quanto riguarda i parametri macroscopici vanno considerate le caratteristiche
reologiche del liquido seminale (aspetto, viscosita, fluidificazione) e vengono valutate il volume di
eiaculato ed il pH seminale. Per quanto concerne I'esame microscopico, € necessario valutare sia
la componente gametica che la non-gametica. Per quanto riguarda la prima, vanno distinti gli
spermatozoi dalla presenza di cellule immature della spermatogenesi. In relazione agli
spermatozoi vanno valutati la concentrazione (espressa come milioni per ml di liquido seminale), il
numero totale di spermatozoi per eiaculato, la percentuale di motilita differenziata per tipo
(progressivo o non progressivo) e infine la morfologia. Si passa quindi alla valutazione della
componente cellulare non gametica, costituita da leucociti, cellule epiteliali, emazie, zone di
spermioagglutinazione, corpuscoli prostatici.

Per una corretta interpretazione dell’esame seminale € necessario ricordare che non sempre
alterazioni dei parametri seminali riflettono condizioni patologiche, ma possono esprimere una
fisiologica variabilita intraindividuale, errori nella modalita di raccolta del campione, nel trasporto
trasporto o nella valutazione del campione seminale. In particolare un periodo di astinenza troppo
breve (<2 giorni) o eiaculazioni molto frequenti nel periodo precedente la raccolta seminale
possono causare una riduzione del volume dell’eiaculato e del numero di spermatozoi e allo stesso
tempo indurre la presenza di leucociti e/o di emazie. Al contrario, un periodo di astinenza
eccessivo (>7 giorni) puo alterare la morfologia e la motilita degli spermatozoi. Analoghe
alterazioni seminali possono riscontrarsi anche in campioni raccolti in una sede diversa da quella
dell’analisi, a causa di possibili contaminazioni batteriche, dell’esposizione allo shock termico e
dell’allungamento dei tempi per la consegna del campione. Va inoltre sempre indagata la presenza
nei tre mesi precedenti I'esame seminale di condizioni che possono influire negativamente sulla
spermatogenesi come febbre elevata, terapie antibiotiche, eventi particolarmente stressanti, o di
altre situazioni in grado di alterare transitoriamente i parametri seminali. Infine & necessario
affidarsi ad operatori capaci e rigorosi, poiché I'esame seminale & un’indagine che non essendo
automatizzata e strettamente operatore-dipendente.

Una corretta esecuzione dell’esame del liquido seminale prevede un’opportuna successione di
passaggi che sono state suddivisi in varie fasi e che di seguito analizzeremo nel dettaglio.

Fase 1: Accettazione e preparazione del campione seminale

La fase di accettazione consiste nel controllo dei dati anagrafici del paziente, che deve fornire
all’'operatore un documento di riconoscimento, permettendo cosi la corretta compilazione del
modulo di lavoro. Al paziente vengono richiesti oltre al nome e cognome, la data di nascita ed i
giorni di astinenza dall’'ultimo rapporto sessuale o dall’ultima eiaculazione. Quest’ultimo dato va
segnato con precisione e dovrebbe, quanto pil possibile, rientrare in un intervallo compreso tra 2
e 7 giorni.

Su un contenitore dall’apertura larga e rigorosamente sterile che verra utilizzato per la raccolta
viene attaccata una etichetta sulla quale sono riportati i dati del paziente. La raccolta dovrebbe
avvenire mediante masturbazione in una stanza riservata vicino al laboratorio. Il campione deve
essere consegnato entro 30 minuti_dall’eiaculazione e conservato a temperatura costante tra 20°C
e 37° C per evitare escursioni termiche che potrebbero deteriorare la motilita e la motilita degli
spermatozoi. E necessario accertarsi che il paziente non abbia perso parte dell’eiaculato, che per
le sue caratteristiche intrinseche risulta suddivisibile in pil frazioni, caratterizzate dalla presenza di
differenti quantita di secrezioni prostatiche o vescicolari. Inoltre, poiché la maggior quantita di
spermatozoi & presente nella prima porzione dell’eiaculato, € fondamentale segnalare I'eventuale
perdita di tale frazione.



Fase 2: Analisi

La fase analitica viene suddivisa in 2 momenti distinti: valutazione macroscopica e microscopica.
Tutte queste valutazioni devono essere eseguite preferibilmente dopo 30 minuti dall’eiaculazione
ma non oltre 1 ora. L’analisi macroscopica prevede la valutazione e la registrazione di parametri
macroscopici, quali volume, aspetto, viscosita, liquefazione/fluidificazione e pH.

L'analisi del volume offre importanti informazioni sullo status fisiologico dell’apparato uro-
genitale, dal momento che permette una valutazione dell’attivita funzionale delle ghiandole
accessorie (prostata e vescicole seminali). Il valore di riferimento inferiore del volume seminale &
di 1.5 ml, al di sotto del quale si parla di ipoposia. La valutazione del volume viene effettuata
tramite pesatura del contenitore prima e dopo la raccolta del campione La differenza tra il peso
del contenitore prima e dopo la raccolta del liquido seminale rappresenta il volume di eiaculato
prodotto dal paziente (densita del liquido seminale assunta come pari a 1g/ml). La valutazione piu
comune rimane comunque quella di utilizzare una pasteur graduata sterile e una provetta conica
graduata nella quale verra trasferito il campione seminale. La quantificazione del volume offre
anche un’idea della funzionalita delle ghiandole accessorie e della pervieta delle vie genitali. Le
alterazioni del volume del liquido seminale possono essere caratterizzate dalla completa assenza
di liquido seminale nell’eiaculato o dall’laumento o dalla riduzione della sua quantita:

= ASPERMIA: con tale termine si indica genericamente |'assenza di eiaculato. Tale fenomeno puo
essere conseguente ad anorgasmia (aneiaculazione anorgasmica), ad eiaculazione retrograda o
a mancata fase di emissione del liquido seminale in uretra (aspermia vera). Nella prima forma
la causa puod essere psicogena o pil raramente neurogena (da lesione neurologica centrale o
da neuropatia sensitiva periferica); in tali casi I'eiaculazione pud essere indotta mediante
vibrostimolazione del pene con un apposito strumento (Ferticare) o mediante
elettrostimolazione. L’eiaculazione retrograda & dovuta invece ad inefficace chiusura del collo
vescicale e riconosce molteplici cause: anatomiche, congenite o piu frequentemente acquisite
come gli interventi chirurgici sulla prostata, sul collo vescicale o sull’uretra posteriore; cause
farmacologiche (terapie con alfa-bloccanti, antidepressivi, antipsicotici); infine cause
neurologiche, come nelle lesioni midollari toraco-lombari, nelle resezioni rettali o sigmoidee
allargate e nel diabete mellito.

= |POPOSIA: con il termine di ipoposia si intende un volume di eiaculato inferiore a 1.5 ml. Tale
alterazione puo essere dovuta ad una ridotta astinenza da rapporti sessuali o eiaculazioni, ad
una raccolta seminale incompleta (pertanto deve essere sempre indagata un’eventuale perdita
di eiaculato al momento della raccolta), a flogosi prostato-vescicolari (associate a pH alto) che
possono determinare una alterata funzionalita secretoria ghiandolare, ad un quadro di
ipogonadismo, ad assenza o ostruzione delle vie escretrici (associata a pH basso) o a forme
cosiddette idiopatiche quando non ¢ possibile riscontrare cause ben documentabili.

L’aspetto viene valutato avvicinando la provetta con il liquido seminale ad una fonte luminosa. E
possibile definire una scala categoriale, da trasparente a lattescente, scegliendo come valore di
normalita il colore grigio-opalescente. Un liquido seminale trasparente puo indicare una riduzione
della componente nemaspermica, mentre liquidi giallastri o ematici indicano, rispettivamente,
un’elevata concentrazione di leucociti o emazie segno di flogosi o infezione delle vie seminali.
Infine, un liquido seminale lattescente indica la presenza di una forte componente prostatica (Fig.
1).

Fig. 1
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La viscosita puo essere normale, aumentata o diminuita. Una viscosita aumentata pud a sua volta
avere diversa gradazione, riportata nel referto con una gradazione qualitativa (----diminuita; ++++
aumentata), e pud essere associata ad uno stato di flogosi. La misurazione avviene facendo
gocciolare il liquido da una pipetta e la normale viscosita e rappresentata da gocce che si staccano
in maniera ritmica una dopo l'altra. La formazione di filamenti € un segnale di aumentata viscosita.

Anche la liquefazione/fluidificazione va valutata attentamente, dal momento che, nei primi
minuti successivi all’eiaculazione, il liquido, per effetto dell’azione di enzimi prodotti dalle
vescichette seminali, forma un coagulo che arriva a sciogliersi dopo circa 15 minuti dalla consegna
ad opera delle proteinasi del secreto prostatico, permettendo la scomparsa di strie di muco che
potrebbero interferire con la motilita degli spermatozoi. In questa fase possono essere presenti
nel liguido granuli che, vanno prontamente sottratti e quantificati. L’assenza del coagulo in
condizioni basali indica una possibile agenesia delle vescichette seminali o un’agenesia dei dotti
eiaculatori. Se dopo 60 minuti la liguefazione non & completa, si parla di liquefazione ritardata. La
misurazione viene effettuata tramite percolamento del liquido lungo le pareti della provetta ed
osservazione della qualita del liquido contro una sorgente luminosa.

I pH del liguido seminale, misurato con apposite cartine indicatrici dopo 30 minuti
dall’eiaculazione, deve essere > 7.2 per poter essere definito normale; alterazioni del pH riflettono
possibili alterazioni a livello prostatico o vescicolare. Livelli di pH acidi (< 7.2), in associazione ad
una ipoposia, indicano la prevalenza della componente prostatica per compromissione delle
vescichette seminali, pertanto possono essere segno di ostruzione o agenesia dei dotti eiaculatori.

La seconda parte dell’analisi consiste nella valutazione dei parametri microscopici.

In primo luogo l'operatore verifica la concentrazione spermatica attraverso una valutazione a
fresco su vetrino con copri oggetto 22x22. In base al numero di spermatozoi che si rilevano (Fig. 1)
si scelgono le due diluizioni piu opportune per eseguire la valutazione con la camera di conta di
Neubauer (Fig. 2). Il valore ottenuto con I'apposita formula (es: Diluizione 1+4 (1:5) C = (N/n) x
0.25; C = concentrazione sp.zoi mil/ml, N = numero totale di spermatozoi contati, n = numero di
righe contate) viene poi moltiplicato per il volume totale, cosi da ottenere il numero totale di
spermatozoi nell’eiaculato indicando il grado di attivita della spermatogenesi. La camera di conta
pil comunemente utilizzata rimane la camera di conta di Makler (Fig. 3). Nel vetrino copri oggetto
di tale camera & presente una griglia 10x10 che consente di determinare la concentrazione



spermatica (milioni di spermatozoi/ml) attraverso il conteggio e la lettura del numero di
spermatozoi nelle singole righe, o per una piu corretta valutazione la somma di tutti gli
spermatozoi presenti all’interno della griglia della camera da dividere per 10. Tale valore viene poi
moltiplicato per il volume totale di eiaculato, cosi da ottenere il numero totale di spermatozoi
presenti nell’eiaculato. In caso di assenza di spermatozoi il campione deve essere centrifugato per
poter distinguere tra azoospermia (assenza di spermatozoi anche dopo centrifugazione) e
criptozoospermia (presenza di spermatozoi dopo centrifugazione). Concentrazioni inferiori a 15
milioni/ml e/o 39 milioni/eiaculato definiscono la oligozoospermia. Valori superiori a 15
milioni/ml e 39 milioni/eiaculato stabiliscono la normozoospermia.
Anche nel caso in cui la valutazione a fresco indichi una presenza molto bassa di spermatozoi si

ricorre alla centrifugazione del campione.

Figura 1. Diluizioni per camera di Neubauer.
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L'osservazione in camera di Neubauer & utilizzata inoltre per valutare la componente non
gametica, rappresentata da cellule di sfaldamento, round cells, emazie, leucociti (v.n. < 1.0
milioni/ml) e spermatidi.

La motilita spermatica viene valutata preferibilmente dopo mezzora dalla raccolta o al massimo
entro 1 ora dall’eiaculazione. Si valuta generalmente a fresco su un vetrino con coprioggetto
22x22. 1l preparato cosi ottenuto viene esaminato con ottica in contrasto di fase a 200x o 400x
ingrandimenti e si contano 200 spermatozoi intatti (non contare code mobili senza la testa)

Le classi di motilita sono:
= PROGRESSIVA (PR): spermatozoi che si muovono rapidamente sia con moto rettilineo che
in grossi cerchi senza considerare la velocita, ma valutando la loro progressione.
= NON PROGRESSIVA (NP): spermatozoi che si muovono senza progressione, movimento in
situ.
= ASSENTE (IM): spermatozoi immobili.

Una motilita normale e definita da una percentuale di spermatozoi con motilita progressiva (PR)
superiore al 32% e/o da una percentuale di spermatozoi mobili totali (PR+NP) superiore al 40%.
Per valori inferiori si parla di astenozoospermia.

In caso di astenozoospermia e importante valutare la modalita della raccolta del liquido seminale,
la sua conservazione/trasporto al laboratorio analisi, il pH, la viscosita seminale e la eventuale
presenza di spermioagglutinazioni ed anticorpi antispermatozoo. Il dosaggio di alcuni indicatori
biochimici di funzionalita prostatica, vescicolare, epididimaria quali la fosfatasi acida, zinco,
fruttosio, alfa-glucosidasi, anche se poco indicativi e poco utilizzati, possono in taluni casi
indirizzare verso un’alterazione delle ghiandole accessorie quale possibile causa
dell’astenozoospermia. E necessario pertanto eseguire accertamenti di approfondimento con una
spermiocoltura e/o urinocoltura del primo mitto, per escludere la presenza di infezioni del tratto
riproduttivo e delle vie urogenitali, responsabili di un danno sugli spermatozoi diretto o indiretto
tramite la produzione di citochine o altri prodotti da parte delle cellule della risposta
inflammatoria. In caso di infezione batterica la terapia antibiotica mirata dovra essere seguita da
una spermiocoltura di controllo almeno 2-3 settimane dopo la fine del trattamento e da nuova
analisi del liquido seminale da eseguire almeno tre mesi dopo I'eradicazione dell’infezione.

Un altro importante valutazione € rappresentata dal test della vitalita, che valuta l'integrita
cellulare dello spermatozoo, ovvero la sua capacita di non accettare sostanze dall’esterno. La
valutazione va eseguita preferibilmente entro 30 minuti. La sostanza usata per questo test e
I'eosina Y 5% che va mescolata con un uguale volume di campione seminale. Sara necessario
distinguere le forme vive da quelle morte (200 spermatozoi contati), osservando, in un campo,
guanti spermatozoi risultano colorati di rosso (spermatozoi morti) e quanti di bianco (spermatozoi
vivi). Si parla di necrozoospermia quando la percentuale di forme vitali € inferiore al 58% (Fig. 4).
Associato al test dell’eosina si esegue il test di rigonfiamento osmotico (Swelling test), un ulteriore
test di vitalita nemaspermica, che stabilisce la capacita osmoregolatrice degli spermatozoi in
funzione dell’integrita funzionale di membrana. Si esegue mescolando 0.1 ml di liquido seminale
con 1 ml di soluzione di swelling ed incubando il tutto per almeno 30 minuti a 37° C (non piu di 45
minuti). La lettura si effettua contando 200 spermatozoi, individuando la percentuale di
spermatozoi rigonfi (vivi) sugli spermatozoi non rigonfi (morti) (Fig. 5).



Figura 4. Eosina test.
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Figura 5. Swelling test.
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La valutazione morfologica si basa sulla distinzione tra forme tipiche (Fig. 6) (v.n. 2 4%) e forme
atipiche (Fig. 6). La colorazione utilizzata € quella di papanicolau e la valutazione viene eseguita
contando 200 spermatozoi dopo aver strisciato e colorato il preparato su vetrino.

Figura 6. Spermatozoi con normale morfologia.

Le atipie possono interessare la testa, il collo e la coda (Fig. 7) e generalmente comprendono:
macrocefali, microcefali, anomalie dell’acrosoma, teste allungate, teste appuntite, teste doppie,
angolazioni del collo, immaturi, code attorcigliate, code doppie, altre forme.

Figura 7.
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Nel caso in cui la percentuale di forme atipiche superi il 96 %, si parla di teratozoospermia. Lo
studio della morfologia pud essere di aiuto talvolta anche per indirizzare la diagnosi: in caso di
alterazioni testicolari puo essere presente un aumento delle forme allungate e anomalie della
testa; in caso di alterazioni a livello epididimario, dove avviene la maturazione finale dello
spermatozoo, ci sara una prevalenza delle forme immature caratterizzate dalla presenza di residui
citoplasmatici; nelle flogosi genitali possono essere incrementate le anomalie del collo (presenza
di spermatozoi angolati o con deconnessione testa-flagello).

Nell’esame del liquido seminale va tenuta in considerazione anche la presenza di eventuali
agglutinazioni, che possono coinvolgere testa, tratto intermedio e coda. Nel referto viene
utilizzata una gradazione semiquantitativa che va da ---- (assenza) a ++++ (agglutinazioni massive)
(Fig. 8).

Figura 8. Gradi di agglutinazione.
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Inoltre, & importante valutare l'eventuale presenza di anticorpi 1gG sulla superficie della
membrana plasmatica. |l test utilizzato e il MAR test o Immunobead che risulta patologico quando
piu del 50% degli spermatozoi presenta le particelle adese alla testa, al collo o alla coda degli
stessi.
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ANALISI MORFO-FUNZIONALE DEGLI SPERMATOZOI

L'infertilita maschile & comunemente definita in relazione all’analisi standard del liquido seminale,
che fornisce informazioni sul numero e sulla qualita in termini di motilita e morfologia degli
spermatozoi presenti nell’eiaculato. Tuttavia € noto che la relazione tra questi parametri
convenzionali e la fertilita non e diretta e in molti casi I'analisi del seme non & in grado di spiegare
la causa dell’infertilita. Per tale motivo negli ultimi anni sono stati sviluppati nuovi test che
valutano anche la competenza funzionale e forniscono informazioni sul potenziale di fertilizzazione
dello spermatozoo umano. Le metodiche attualmente piu utilizzate prevedono lo studio
dell’integrita e della maturita della cromatina dello spermatozoo (sostituzione istoni-protamine)
I’analisi dei fenomeni di apoptosi (modificazione strutturale della membrana cellulare, perdita
della funzionalita mitocondriale, integrita cromatinica e frammentazione del DNA nucleare), e la
valutazione delle aneuploidie spermatiche (Tabella 1). Una riduzione della condensazione nucleare
espressione di immaturita spermatica, € stata riportata piu frequentemente in campioni seminali
di pazienti infertili e viene considerata un fattore prognostico negativo per la fertilita naturale (1,
2). Inoltre, la valutazione del danno del DNA spermatico (come ad esempio lo studio della
frammentazione e dell’integrita cromatinica) € considerata particolarmente importante in quei
casi in cui si ricorra all’utilizzo di tecniche avanzate di fecondazione assistita (3-5). Infine, lo studio
delle aneuploidie spermatiche rappresenta una valutazione estremamente importante nei pazienti
affetti da severa testicolopatia.

Tabella 1. Alcuni dei test piu usati per lo studio funzionale degli spermatozoi.

Test Oggetto di valutazione Significato clinico
Annessina V Esternalizzazione fosfatidilserina Apoptosi fasi iniziali
JC-1 Potenziale di membrana mitocondriale  Apoptosi fasi iniziali
T . . Stress ossidativo e alterazione dei meccanismi di
Arancio di acridina Integrita cromatinica . .
riparazione del DNA
TUNEL Frammentazione del DNA nucleare Necrosi e apoptosi in fase avanzata
Anilina Protaminazione del DNA nucleare

Alterazione dei processi di maturazione nucleare

Decondensazione .
Condensazione nucleare . . - .
nucleare Alterazione dei processi di condensazione nucleare

FISH Aneuploidie spermatiche Alterazione del numero dei cromosomi spermatici

E noto che i soggetti infertili, soprattutto quelli con severa oligozoospermia da testicolopatia
primaria, presentano frequentemente un elevato numero di alterazioni strutturali e numeriche a
carico dei cromosomi spermatici rispetto ai soggetti fertili (1, 2, 4, 5). Inoltre & stato riportato che
il ricorso a tecniche di procreazione medicalmente assistita (PMA) da parte di questi soggetti, esita
frequentemente in basse percentuali di fertilizzazione, in una riduzione dei nati vivi e in una
aumentata probabilita di anomalie fenotipiche e aberrazioni cromosomiche nei nati (6-10). La
maggior parte dei problemi nell’utilizzo degli spermatozoi di questi soggetti per tecniche di



fecondazione assistita mediante microiniezione intracitoplasmatica (ICSl), € legata al fatto che la
selezione viene eseguita basandosi quasi esclusivamente sulla morfologia e sulla mobilita cellulari.
E stato ipotizzato che questi criteri di selezione possano comportare un maggior rischio di
utilizzare spermatozoi con alterazioni cromosomiche. Questa ipotesi giustificherebbe i peggiori
risultati ottenuti con tecniche di PMA quando si utilizzano spermatozoi di soggetti con gradi
estremi di oligoastenoteratozoospermia (OAT) da severo danno testicolare (6). Inoltre tali
considerazioni sollevano importanti riflessioni circa la possibilita di trasmettere alterazioni
genetiche alla prole (11-14).

Ad oggi, tutti i test per la valutazione cromosomica e funzionale degli spermatozoi allo scopo di
predire I'esito e per migliorare i risultati delle tecniche di PMA si sono rivelati altamente
citotossici, e non consentono pertanto il successivo utilizzo dei gameti a scopo riproduttivo. Per
guesto motivo, recentemente sono state proposte varie tecniche non invasive per la valutazione e
la selezione degli spermatozoi allo scopo di migliorare la percentuale di successo delle tecniche di
fecondazione assistita nei soggetti con importanti alterazioni seminali (15-18).

Acido ialuronico

Alcuni autori hanno ipotizzato che la selezione degli spermatozoi con maggiore potenziale di
fertilita potrebbe essere eseguita sfruttando la loro capacita chemiotattica di migrare verso I’Acido
laluronico (Al) e di legarsi allo stesso (19). Il razionale di questa metodica presuppone che gli
spermatozoi normali dal punto di vista genetico e funzionale siano quelli che esprimono elevati
livelli della proteina HSPA2 (20, 21), la chaperonina che prende parte al complesso sinaptonemale
che dirige e controlla i processi meiotici (22, 23). Sarebbero questi gli spermatozoi che hanno
completato correttamente il processo spermiogenetico (transizione da spermatide rotondo, a
spermatide allungato, a spermatozoo maturo), che prevede vari processi maturativi:
rimodellamento della membrana plasmatica, estrusione del citoplasma e sostituzione delle
proteine nucleari degli istoni con le protammine. Solo questi gameti possiederebbero i recettori
per I'Al. Questa sostanza, che € normalmente presente nel tratto riproduttivo femminile e ad alte
concentrazioni nella matrice extracellulare del cumulo ooforo che avvolge [Iovocita,
parteciperebbe del processo di fertilizzazione. In accordo con tale ipotesi, I'analisi degli
spermatozoi che si legano all’Al hanno mostrato un minor grado di frammentazione nucleare (25,
25) e una minor percentuale di aneuploidie rispetto ai campioni seminali pre-trattamento (19, 26).
Nonostante questo metodo riduca ma non sia in grado di escludere la possibilita di selezionare
spermatozoi con alterazioni cromosomiche, & stato ipotizzato che la sua associazione alla ICSI
potesse migliorare i risultati di questa tecnica. Sfortunatamente ad oggi esiste solo uno studio di
confronto tra ICSI standard e ICSI con selezione mediante Al (27). Inoltre, sebbene questo lavoro
riporti una percentuale di fertilizzazione significativamente migliore nei campioni selezionati con
Al, nessuna differenza significativa & stata osservata in termini di sviluppo embrionale e di
percentuale di gravidanze ottenute.

MACS

Un’altra possibile tecnica di selezione & rappresentata dal sorting degli spermatozoi che utilizza la
citoflussimetria con attivazione magnetica (MACS: magnetic activated cell sorting). Numerosi
autori hanno dimostrato uno stretto legame tra la presenza di markers apoptotici negli
spermatozoi umani e il fallimento delle tecniche di fertilizzazione sia in vivo che in vitro (28, 29).
Uno dei quadri piu precoci di apoptosi prevede I'esternalizzazione dei residui della fosfatidilserina
(FS), un fosfolipide normalmente presente nella porzione interna della membrana citoplasmatica



degli spermatozoi. L'Annessina V (AV) e una proteina in grado di legare i fosfolipidi, con alta
affinita per la FS, che non possiede la capacita di attraversare le membrane citoplasmatiche
intatte. Pertanto negli spermatozoi vitali, il legame tra AV e FS puo avvenire solamente sulla
superficie esterna della membrana citoplasmatica e indica una compromissione dell’integrita di
membrana, espressione iniziale di apoptosi. Mediante un sorting magnetico che preveda I'utilizzo
di microbiglie supermagnetiche coniugate all’AV, & possibile isolare i gameti in necrosi e quelli in
fase di apoptosi. Infatti, le cellule AV positive ovvero quelle che legano le biglie, vengono deviate
nel loro percorso e trattenute da un campo magnetico, mentre le cellule non legate continuano il
loro percorso. Secondo alcuni autori, gli spermatozoi AV negativi selezionati con questa metodica,
mostrerebbero migliori qualita in termini di parametri seminali e una ridotta attivazione degli altri
markers di apoptosi (30). Inoltre tali cellule, sopravviverebbero meglio alle metodiche di
crioconservazione e in condizioni sperimentali mostrerebbero una migliore capacita di penetrare
I'ovocita di hamster. Su questa base e stata proposta la selezione spermatica che prevede
I'individuazione e I'isolamento di cellule non apoptotiche da poter utilizzare per tecniche di PMA.
Un recente lavoro che ha utilizzato questa metodica di selezione abbinata alla ICSI in coppie con
fattore maschile di infertilita, ha confrontato i risultati ottenuti con spermatozoi AV negativi
rispetto a quelli ottenuti con spermatozoi selezionati attraverso metodi classici (31). Gli autori
riportano migliori tassi di gravidanze nelle coppie in cui e stato utilizzato il sorting magnetico.
Tuttavia, guardando attentamente i risultati € possibile osservare che si tratta solo di una
tendenza al miglioramento delle gravidanze, poiché se da questi si sottraggono le gravidanze
biochimiche, la percentuale di gravidanze cliniche non e statisticamente diversa dal gruppo di
controllo. Inoltre, se da un lato vi sono esperienze ancora molto limitate che richiedono ulteriori
studi comparativi randomizzati, dall’altro si pongono dubbi di natura applicativa sul metodo.
Infatti, alterazioni del doppio strato fosfolipidico della membrana citoplasmatica degli spermatozoi
sono state riportate anche in situazioni fisiologiche. Ad esempio durante il fenomeno di
capacitazione, vengono espresse protein-kinasi che mediano il segnale di attivazione per
I’esternalizzazione della PS (32, 33).

Birifrangenza

Una recente proposta si basa sulle caratteristiche di birifrangenza della testa dello spermatozoo
osservato con un particolare microscopio invertito con luce polarizzata. Questa tecnica € fondata
sull’idea di valutare I'organizzazione strutturale dello spermatozoo con particolare attenzione alle
porzioni della testa e dell’acrosoma (34). Lo spermatozoo osservato con microscopio a luce
polarizzata presenta delle caratteristiche di birifrangenza legate alle proprieta anisotropiche della
sua tessitura protoplasmatica. Il nucleo dello spermatozoo maturo possiederebbe una forte
birifrangenza intrinseca dovuta all’orientamento dei filamenti nucleoproteici disposti su assi
longitudinali. Inoltre i filamenti proteici della porzione subacrosomiale, anch’essi disposti
longitudinalmente sarebbero responsabili di una analoga birifrangenza a carico della regione
acrosomiale. La presenza o meno della birifrangenza sarebbe espressione della rifrazione della
luce che attraversa le diverse strutture cellulari con diverse velocita. Quando la luce attraversa una
struttura anisotropica, essa viene rifratta in due raggi polarizzati con differente velocita. Questo
fenomeno & noto come ritardanza e appare al microscopio polarizzato come una luce molto
scintillante (birifrangente). E stato riportato che nei campioni seminali di soggetti
normozoospermici la porzione di spermatozoi birifrangenti & significativamente maggiore rispetto
a quella che si osserva in pazienti affetti da severa alterazione dei parametri seminali (35). L'ipotesi
su cui si fonda questo metodo e che gli spermatozoi immaturi o con alterazioni nucleari
posseggano filamenti nucleoproteici disorganizzati e quindi una struttura isotropica. Il fascio di



luce attraversando questo tipo di struttura non verrebbe rifratto, e quindi I'immagine della testa
dello spermatozoo esposto alla luce polarizzata non appare birifrangente. Per lo stesso motivo,
sarebbe possibile distinguere anche gli spermatozoi intatti da quelli che hanno subito il processo di
reazione acrosomiale (36). L’applicazione di questo metodo di selezione alla ICSI ha evidenziato un
incremento significativo dei tassi di impianto e di gravidanze cliniche nonostante siano riportate
percentuali non diverse di fertilizzazione e qualita embrionaria. Inoltre & stata riportata una
migliore percentuale di impianto e di gravidanze quando venivano utilizzati spermatozoi che
avevano subito la reazione acrosomiale rispetto ai non reattati (35). Tuttavia, le esperienze legate
a questa metodica non possono essere considerate conclusive, poiché tutti i dati riportati in
letteratura circa la messa a punto del metodo di selezione e la sua applicazione clinica fanno capo
ad un solo gruppo.

IMSI

Come gia detto, i soggetti infertili presentano frequentemente alterazioni a carico dei parametri
seminali. Tuttavia la letteratura non riporta alcuna correlazione tra successo delle tecnica ICSI e
morfologia spermatica, anche confrontando campioni con morfologia normale rispetto a quelli con
severa teratozoospermia (37-39). Tutti questi studi sono stati condotti utilizzando una selezione
spermatica che si avvaleva di microscopi ottici e bassi ingrandimenti, in grado di svelare solo i
difetti cellulari piu marcati. Dal 2002 é stata proposta una selezione morfologica degli spermatozoi
ad alto ingrandimento che si avvale di invertoscopi dotati di ottica Normarsky ad immersione, che
associati a sistemi ottici digitali sono in grado di raggiungere 6300x di ingrandimento (40-42).
Attraverso questa metodica chiamata MSOME (motile sperm organelle morphology examination) e
mediante una attenta valutazione dei soli spermatozoi mobili, & possibile riconoscere anche
anomalie morfologiche molto lievi a carico di ogni singola porzione cellulare. In particolare & stato
riportato che la normalita della testa e I'assenza di vacuoli citoplasmatici sarebbe peculiare di
gameti con miglior capacita fecondante e consentirebbe di garantire migliori probabilita di
successo alle procedure di fecondazione assistita (43). L’associazione di questa tecnica alla ICSI
prende il nome di IMSI (intracytoplasmic morphologically-selected sperm injection). Ad oggi sono
disponibili alcuni dati circa i risultati di questa metodica. Il primo studio riporta che quando
I’analisi degli spermatozoi ad alto ingrandimento mostra una morfologia normale inferiore al 20%,
mediante ICSI non sarebbe possibile ottenere gravidanze (42). Studi successivi riferiscono un
incremento nelle percentuali di fertilizzazione, nonostante vi siano ancora esperienze discordanti
circa i risultati in termini di qualita embrionaria (42-44). Tuttavia sembra che tutti gli autori siano
concordi nel riportare che nella popolazione di soggetti trattati con IMSI vi sono migliori tassi di
impianto e di gravidanze cliniche e una riduzione della percentuale di aborti (42-46). Inoltre, gli
studi piu recenti indicano che nei soggetti che non presentano spermatozoi normali all’analisi ad
alto ingrandimento i risultati della ICSI sarebbero molto scarsi (43, 44).

Nonostante tutte le metodiche citate sembrino portare ad un incremento della percentuale di
bambini nati, la IMSI attualmente sembra essere la tecnica che ha riscosso piu consensi e sulla
guale sono state acquisite le maggiori esperienze applicative. Tuttavia questa metodica di
selezione non prende in considerazione la possibilita che il campione seminale sia privo di
spermatozoi mobili, evenienza non impossibile nei soggetti affetti da gradi molto severi di
testicolopatia. Inoltre, essa non consente di valutare la funzionalita e la struttura di queste cellule
dopo la selezione e prima del loro utilizzo. A questo scopo un nostro recente studio ha cercato di
valutare dopo selezione ad altissimo ingrandimento, la funzionalita spermatica e la percentuale di
aneuploidie in spermatozoi di soggetti con criptozoospermia e assenza di motilita per severa
testicolopatia primaria (45). In questo studio, I'isolamento e la valutazione di singoli spermatozoi



caratterizzati in base alla morfologia ad altissimo ingrandimento (oltre 13000x) & stata ottenuta
con un invertoscopio (Nikon Eclipse TE2000-U) mediante obiettivo planare Apo X100/1.40 ad
immersione, e una lente condensatore a 0.52 NA con |'ottica Normarski. Tale ingrandimento era
determinato da 5 parametri: a) ingrandimento dell’obiettivo 100X; b) selettore d’ingrandimento
1.5X; c) passo C 2X; d) diagonale del chip CCD di 11mm; e) dimensione della diagonale del monitor
di 482.6mm, pari ad un ingrandimento ottenuto a video (b/a) di 43.87. L'ingrandimento finale era
pertanto di 13161X [ingrandimento del microscopio (150X)] x [passo C (2X)] x [ingrandimento
video (43.87X)]. Dal campione seminale di 10 pazienti dopo valutazione ad altissimo
ingrandimento, sono stati isolati mediante I'utilizzo di un micromanipolatore 100 spermatozoi con
normale morfologia e presenza di almeno un vacuolo nucleare e 100 con normale morfologia e
assenza di vacuoli, per un totale di 200 cellule. Su ogni singolo spermatozoo sono stati effettuati i
test di apoptosi che valutano [I'esternalizzazione della fosfatidilserina, la funzionalita
mitocondriale, I'integrita cromatinica, la frammentazione del DNA nucleare e la valutazione delle
aneuploidie spermatiche (Figura 1).

Figura 1 Determinazione dello stato funzionale degli spermatozoi, valutato su singola cellula dopo selezione a 13000x:
alterato (A) e normale (B) potenziale di membrana mitocondriale (MitoSensor test); alterata (C) e normale (D)
integrita cromatinica (test con Arancio di Acridina); alterata (E) e normale (F) integrita cromatinica (test di TUNEL).

~

| risultati ottenuti hanno confermato che la funzionalita mitocondriale, lo stato di frammentazione
e I'integrita del DNA spermatico sono alterate nei pazienti con severo danno testicolare e che in
guesti soggetti & presente un’elevata percentuale di spermatozoi aneuploidi. L’analisi delle singole
cellule ad altissimo ingrandimento ha messo in luce che gli spermatozoi con normale morfologia



hanno piu frequentemente una normale funzione mitocondriale, una adeguata struttura
cromatinica e basse percentuali di aneuploidie. Inoltre, & stato documentato che questi parametri
migliorano ulteriormente considerando solo gli spermatozoi senza vacuoli nucleari. Infine, & di
estrema importanza il dato che gli spermatozoi con normale morfologia e assenza di vacuoli non
presentano aneuploidie.

In conclusione sembra che vi sia una stretta relazione tra i vari aspetti funzionali dello
spermatozoo e le caratteristiche morfologiche valutate ad altissimo ingrandimento. Ciascuna delle
tecniche descritte pur con indicazioni diverse (Tabella 2), sembra in grado di selezionare
spermatozoi potenzialmente migliori, allo scopo di incrementare I'efficacia e la sicurezza del loro
utilizzo con la ICSI. Pertanto ciascuna di esse da sola o in associazione con le altre, potrebbe
trovare indicazione nelle seguenti condizioni cliniche: a) elevata percentuale di aneuploidie
spermatiche; b) elevati tassi di frammentazione del DNA; c) ripetuti fallimenti di procedure ICSI; d)
casi con alterazione molto marcata dei parametri seminali da severa testicolopatia. | dati della
letteratura suggeriscono che la IMSI € attualmente la tecnica piu utilizzata e sulla quale sono state
acquisite le maggiori esperienze cliniche. Tuttavia, questa metodica richiede costi e tempi di
esecuzione che ad oggi non possono essere sopportati da tutti i centri di medicina della
riproduzione. Pertanto, la crioconservazione dei singoli spermatozoi selezionati ad altissimo
ingrandimento in centri di elevata specializzazione, potrebbe permettere |'applicazione di questa
tecnica a tutte le strutture che lo richiedano.

Tabella 2. Indicazione alle tecniche di selezione in base alle caratteristiche seminali.

TECNICA Caratteristiche seminali

Acido laluronico Oligoastenoteratozoospermia con 2 2 milioni di spermatozoi mobili
MACS Oligoastenoteratozoospermia con = 5 milioni di spermatozoi mobili
Birifrangenza Oligoastenoteratozoospermia grave

Criptozoospermia
Spermatozoi recuperati da testicolo o epididimo
IMSI Oligoastenoteratozoospermia grave solo se presenti spermatozoi mobili
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INDICAZIONI E METODI CI CONGELAMENTO DEGLI SPERMATOZOI

Introduzione

| primi tentativi di congelamento del seme, da parte di Spallanzani e Mantegazza, risalgono a circa
200 anni fa, anche se si puo0 iniziare a parlare ufficialmente di crioconservazione solo a partire dal
1946 quando Polge scopre le proprieta crioprotettive del glicerolo mentre nel 1953 vengono
ottenuti da Sherman i primi successi in termini di gravidanze (1). La crioconservazione del seme o
del tessuto testicolare rappresenta una tecnica che permette di conservare i gameti maschili per
un tempo indefinito a — 196°C e rappresenta un formidabile strumento per i pazienti che si
sottopongono a trattamenti medici o chirurgici potenzialmente in grado di indurre sterilita e per i
pazienti affetti da azoospermia secretoria o escretoria che possono accedere alle tecniche di
fecondazione assistita.

Aspetti metodologici

Il maggiore problema biologico della crioconservazione € rappresentato dal possibile danno sui
meccanismi di controllo delle attivita molecolari. Infatti, tutti i processi vitali si svolgono in seguito
a modificazioni biochimiche che avvengono grazie a movimenti molecolari in ambiente acquoso;
tali movimenti vengono bloccati quando I'acqua intra ed extra cellulare si trasforma in ghiaccio,
creando uno stato di "animazione sospesa", che consente la conservazione delle cellule per
periodi di tempo variabili. Perché cio avvenga € necessario seguire specifiche procedure. Infatti, le
cellule vitali esposte a basse temperature subiscono danni irreversibili che ne provocano la morte
e per ovviare a tali danni si ricorre in criobiologia a specifiche metodologie che prevedono |'uso di
crioprotettori e di procedure di congelamento e scongelamento idonee, al fini di proteggere il
materiale biologico dallo shock termico.

In campo seminologico la possibilita di congelare la cellula nemaspermica e basata sull'impiego di
terreni di crioconservazione, costituiti da specifiche sostanze che hanno lo scopo di preservare lo
spermatozoo dalla disidratazione e dall'aumento della concentrazione di sali (glicerolo, glicina,
saccarosio, ecc.), di proteggerlo dallo shock termico (tuorlo d'uovo, glicerolo, glicina), di
salvaguardare l'integrita della membrana cellulare, soprattutto nella parte lipoproteica (tuorlo
d'uovo, glicerolo) e di ottimizzare I'osmolarita nei fluidi extracellulari (zuccheri, sali, ecc) (2).

Metodiche di congelamento

Per quanto riguarda le metodiche di congelamento, le tecniche maggiormente utilizzate sono: 1) il
metodo rapido, proposto per la prima volta da Sherman (1), in cui le paillettes vengono lasciate a
contatto dei vapori di azoto per circa 8 min e, quindi, immerse in azoto liquido a -196°C; 2) il
metodo lento, proposto da Behrman e Sawada, in cui il il campione seminale viene portato a 4°Cin
20-30 min, quindi a -40°C in 5-10 min e, finalmente, immerso in azoto liquido a -196°C; 3) il
metodo lento automatizzato che impiega dei sistemi computerizzati nei quali il campione
seminale viene gradualmente raffreddato ad una velocita di abbassamento della temperatura
compresa fra 1°C e 10°C/min sino ad arrivare all'immersione finale in azoto liquido a -196°C.

La tecnica di crioconservazione del seme piu utilizzata € schematizzata nella Tabella 1.

Tabella 1. Tecnica di crioconservazione del seme (metodo di Sherman) (1).

= Diluire goccia a goccia, con terreno crioprotettivo, il campione di liquido seminale, al termine della
fluidificazione alla diluizione 1:2 e miscelare delicatamente.

= lasciare la sospensione cosi ottenuta a T ambiente per 15 min.

= Aspirare la sospensione nelle paillettes con la pompa a vuoto.




= Sigillare le paillettes con la sigillatrice e marcarle con specifico codice identificativo.

= Inserire le paillettes nella rastrelliera.

= Inserire il dispositivo di crioconservazione nel contenitore dell'azoto.

= Far discendere lentamente le paillettes sino a raggiungere la superficie dell'azoto, quindi, sollevare lentamente
la rastrelliera al di sopra del livello dell'azoto.

= Lasciare nei vapori di azoto circa 8 min .

= Immergere lentamente le paillettes nell'azoto liquido.

= Estrarre lentamente le paillettes dall'azoto e trasferirle negli appositi cestelli.

Per quanto riguarda gli spermatozoi ottenuti mediante prelievo testicolare, il materiale bioptico,
posto in una capsula di Petri contenente terreno di coltura, viene sminuzzato in piccoli frammenti
con aghi o vetrini portaoggetti e poi osservato al microscopio invertito per evidenziare la presenza
di spermatozoi. Tale terreno di coltura viene aspirato e trasferito in una provetta sterile e lasciato
sedimentare, il surnatante viene lavato con lo stesso terreno di coltura e quindi diluito goccia a
goccia con il terreno di crioconservazione alla diluizione 1:2. La sospensione viene miscelata
delicatamente e poi aspirata nelle paillettes che vengono sigillate e poi congelate secondo il
metodo rapido o lento. Il tessuto testicolare residuo viene ulteriormente sminuzzato mediante il
passaggio ripetuto in speciali cateteri radiopachi e successivamente diluito e congelato secondo la
metodologia descritta precedentemente.

La tecnica di scongelamento & un punto altrettanto importante perché deve consentire alle cellule
di recuperare le normali attivita biologiche limitando quanto piu possibile rapide differenze di
temperatura. Infatti, al fine di evitare bruschi sbalzi termici &€ necessario estrarre lentamente le
paillettes dall'azoto liquido e consentire il raggiungimento dell'equilibrio termico tra materiale
cellulare ed ambiente esterno. Attualmente vengono impiegate varie tecniche di scongelamento,
tra cui ricordiamo: lo scongelamento a T ambiente per 10 min e il successivo passaggio in
termostato a 37°C per altri 10 min; lo scongelamento in termostato a bagnomaria a 37°C per 10
min; lo scongelamento a T ambiente (22°C) per 15 min.

Il paziente che crioconserva il proprio seme deve essere sottoposto ad uno screening
infettivologico (Tab. 2) al fine di evitare la potenziale dispersione di microorganismi nel
contenitore di crioconservazione ed il potenziale inquinamento degli altri campioni seminali in
esso contenuti (3).

La crioconservazione del liquido seminale puo avvenire esclusivamente per spontanea volonta del
soggetto depositante ed al solo scopo della futura utilizzazione personale, tramite il ricorso alla
procreazione assistita, sulla propria partner consenziente. Al fine di evitare conseguenze giuridiche
e indispensabile far sottoscrivere e firmare al paziente un consenso informato in cui sia precisato,
fra I'altro, il periodo di scadenza al termine del quale il paziente, se lo desidera, puo rinnovare il
deposito, che il seme crioconservato & di proprieta esclusiva di colui che deposita e che pud essere
richiesto e ritirato solo dal legittimo proprietario.

Tabella 2. Analisi infettive da effettuare prima della crioconservazione del seme.

SCREENING EPATITE B

- HBsAg (Antigene Australia)

- HBsAb (Anticorpi anti HBs)

- HBeAg (Antigene Hbe)

- HBeAb (Anticorpi anti Hbe)

- HBcAg (Antigene HBc)

- HBcAb (Anticorpi anti HBc)

- HBc IgM (Anticorpi anti Core IgM)




SCREENING EPATITE C
- Anticorpi anti — HCV
- HCV-RNA Qualitativo (solo in caso di positivita agli Ab)

SCREENING CITOMEGALOVIRUS
- Anticorpi anti IgG
- Anticorpi anti IgM

SCREENING HIV
- Anticorpi anti-HIV

Indicazione alla criconservazione del seme e del tessuto testicolare

La crioconservazione nelle “banche del seme” puo essere “omologa” se viene crioconservato il
seme del soggetto stesso che poi impieghera gli spermatozoi o “eterologa” se un donatore
deposita il seme che poi verra utilizzato da una coppia estranea al donatore stesso. Peraltro
guest’ultima forma di donazione non & piu effettuabile nel nostro Paese, secondo quanto previsto
dall’ art. 4, comma 3 della legge 40/2004 “Norme in Materia di Riproduzione Medicalmente
Assistita”.

Le principali indicazioni alla crioconservazione omologa del seme e del tessuto testicolare sono
riportate nella tabella 3.

Tabella 3. Principali indicazioni alla criconservazione del seme.
1. Pazienti affetti da patologie neoplastiche o autoimmuni che si sottopongono a terapie in grado di causare
sterilita transitoria o permanente
2. Pazienti affetti da patologie urologiche che si devono sottoporre ad interventi chirurgici in grado di alterare i
meccanismi dell’eiaculazione
Pazienti con lesioni del midollo spinale
Pazienti con OAT che presentano transitori miglioramenti della qualita del seme
Pazienti che presentano una alterazione progressiva della qualita del seme
Pazienti criptozoospermici
Pazienti con patologie andrologiche rare (S. di Klinefelter, S. di Kennedy, ecc.)
Pazienti che hanno difficolta (psicologiche o logistiche) a raccogliere il liquido seminale il giorno della
fecondazione assistita
9. Soggetti che per motivi di lavoro sono esposti a sostanze genotossiche
10. Soggetti che si sottopongono a vasectomia

O N U AW

Pazienti affetti da patologie neoplastiche

La crioconservazione del seme é diventata una tappa fondamentale nella gestione dei pazienti
neoplastici che si sottopongono a terapie potenzialmente in grado di indurre sterilita (4). | pazienti
oncologici in eta fertile, pur dovendo affrontare un problema molto grave, trovano nella
crioconservazione del seme non solo la speranza di una fertilita futura ma anche un sostegno
psicologico per affrontare le varie fasi dei protocolli terapeutici. | progressi nella terapia anti-
neoplastica e le sempre piu sofisticate tecniche di Fecondazione Assistita hanno aperto nuove
possibilita riproduttive per il maschio infertile e, quindi, la crioconservazione del seme si impone
anche nei casi di liquidi seminali gravemente alterati che non avrebbero avuto nessuna possibilita
di fecondare in epoca pre-ICSI. E, pertanto, imperativo informare il paziente neoplastico di questa
possibilita in caso di terapie che possono ledere in modo irreversibile la capacita fecondante ed &
altrettanto imperativo eseguire la crioconservazione prima dell’inizio di qualsiasi terapia.



In caso di patologie neoplastiche testicolari il “periodo finestra” ultile per una corretta
crioconservazione €& quello fra I'intervento chirurgico di orchiectomia e l'inizio della chemio o
radioterapia. In caso di altre patologie tumorali, degenerative o autoimmuni il deposito del seme
deve essere comunque eseguito prima di qualunque terapia che possa interferire con la
spermatogenesi e con l'integrita del genoma (4).

Un problema che é stato sollevato ed a cui e difficile dare una risposta definitiva & quello legato
alla possibilita che vi possa essere un rischio aumentato di alterazioni genetiche nella prole dei
pazienti affetti da patologie neoplastiche. | dati provenienti dai centri di fecondazione assistita ad
oggi disponibili indicano che non vi sarebbe un aumento del rischio e di malformazioni nei nati da

ICSI con spermatozoi crioconservati. Tuttavia il numero dei casi valutati non e sufficiente per
rispondere in maniera definitiva e tranquillizzante a tale questione (5).

Pazienti affetti da patologie urologiche che si devono sottoporre ad interventi chirurgici in grado
di alterare i meccanismi dell’eiaculazione

La prostatectomia si associa spesso ad eiaculazione retrograda, cioé al passaggio dello sperma, al
momento dell’eiaculazione, in vescica, piuttosto che all’esterno come di norma. Essa & dovuta allla
perdita del meccanismo di chiusura del collo vescicale e comporta I'impossibilita di procreare
mentre si mantiene normale I'erezione. Tale condizione si verifica nell’80-90% dei pazienti operati
di adenomectomia transvescicale (6). Ovviamente, anche in questo caso, la crioconservazione
preventiva del liquido seminale, pud ovviare all’eventuale impotenza generandi a cui vanno
incontro questi soggetti.

Pazienti che si sottopongono a vasectomia

La vasectomia rappresenta un metodo contraccettivo invasivo e spesso irreversibile ed, ad oggi,
poco utilizzato. Anche se la coppia si trova nella necessita di fare una scelta definitiva sulla sua
capacita procreativa, varie circostanze (morte di un figlio o della partner, separazione dalla partner
e nuovo desiderio di paternita) possono portare ad un ripensamento con conseguente desiderio di
ricanalizzazione mediante vaso-vasostomia o vaso-epididimostomia. La crioconservazione in questi
casi puo consentire la possibilita di fertilita nel caso I'intervento di ricanalizzazione non portasse ai
risultati sperati (7).

Pazienti con lesioni del midollo spinale

Un gruppo di pazienti sicuramente meno rappresentato ed, a volte, trascurato e quello con lesioni
del midollo spinale e conseguente perdita della capacita eiaculatoria. In questi casi & possibile
raccogliere il seme mediante vibromassaggio applicando un intenso stimolo vibratorio a livello
della supeficie dorsale e ventrale del glande e sull’area peno scrotale oppure, in caso di fallimento,
mediante elettrostimolazione per via rettale; quest’ultima tecnica richiede nel 25% dei casi
un’anestesia generale in particolare nei pazienti con sensibilita conservata e/o lesioni incomplete.
E’ quindi una metodica complessa che richiede personale medico e paramedico adeguatamente
addestrato e, non ultimo, risulta particolarmente costosa. Per tali motivi la crioconservazione del
seme puod offrire ai pazienti il grande vantaggio di non doversi sottoporre piu volte a questi
trattamenti e di potere usufruire di spermatozoi impiegabili in tecniche di fecondazione assistita

(8).

Pazienti che si sottopongono a programmi di fecondazione assistita.

Da quando sono state introdotte le tecniche di fecondazione artificiale ed in particolare la ICSI
(intra cytoplasmic sperm injection) (9) il trattamento della sterilita maschile si & andato
modificando. Infatti in epoca pre-ICSI le forme di infertilita da grave fattore maschile (severa



oligoastenoteratozoospemia o azoospermia) avevano inevitabilmente una prognosi sfavorevole.
Una autentica rivoluzione in questo campo & avvenuta quando e stato messo a punto il prelievo
microchirurgico di spermatozoi epididimari con la conseguente possibilita di recuperare ed
impiegare in una tecnica di fecondazione assistita spermatozoi provenienti da pazienti
azoospermici. Oggi esistono varie tecniche che consentono il recupero degli spermatozoi sia
dall’epididimo che direttamente dal testicolo (TESE, TESA, MESA, PESA). Tali tecniche di recupero
degli spermatozoi sono applicate nei casi di azoospermia ostruttiva che non possono essere
trattati con successo con la microchirurgia ricostruttiva o nei casi di severissima
oligoastenoteratozoospermia o azoospermia ipergonodotropa da sindrome a sole cellule di Sertoli
focale o da arresto incompleto della spermatogenesi; in questi ultimi casi la spermatogenesi &
talmente compromessa da non consentire la presenza di spermatozoi nell’eiaculato ma, a volte, &
possibile trovare piccoli focolai di spermatogenesi intratesticolare con possibile impiego nelle
tecniche di fecondazione assistita (10). Ovviamente la crioconservazione degli spermatozoi non
impiegati o dei frammenti di tessuto testicolare ottenuto da biopsie consente al paziente di evitare
ulteriori trattamenti invasivi. In conclusione, la crioconservazione del tessuto testicolare puod
inserirsi in un programma di fecondazione assistita oppure nella biopsia testicolare, ultimo livello
dell’iter diagnostico dell’azoospermia escretoria o secretoria. Infatti, nel primo caso consente di
avere la certezza di poter utilizzare gli spermatozoi del partner al momento del prelievo ovocitario
e, nel secondo caso, se affianca il prelievo bioptico eseguito a fini diagnostici, consente al paziente
di non subire una seconda biopsia in sede di fecondazione assistita.

Conclusioni

In conclusione la crioconservazione del seme rappresenta uno dei piu importanti presidi che
abbiamo oggi a disposizione per garantire una possibile futura fertilita a pazienti che in passato
sarebbero stati condannati alla sterilita. Come abbiamo visto questo & soprattutto vero nel caso
dei pazienti affetti da patologie neoplastiche i quali si trovano ovviamente in un momento di
grandissimo sconforto fisico e psicologico; poter garantire un futuro fertile a tali pazienti pud
rappresentare uno spiraglio di serenita e di incoraggiamento per affrontare le difficolta del
momento. A tal fine € assolutamente necessario sensibilizzare gli oncologi e gli ematologi che piu
spesso vengono a contatto con questa tipologia di pazienti affinché prospettino tale eventualita ed
e indispensabile che ogni regione si fornisca di una efficiente banca del seme in modo da
soddisfare nei tempi pilu brevi possibili e con il piu alto grado di professionalita, le sempre maggiori
richieste di crioconservazione. Proprio al fine di diffondere I'impiego della crioconservazione del
seme e per aumentare piu possibile gli standard di effettuazione di tale pratica & stata istituita la
European Association of Tissue Bank (EATB) una associazione non profit che, come si legge nel suo
statuto, si propone di promuovere la cooperazione, la ricerca e lo sviluppo delle “tissue banking”
in Europa.
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DIAGNOSTICA ORMONALE

Tutti gli steroidi gonadici possono essere dosati con metodi radioimmunologici. Sebbene anche
delle singole determinazioni possano consentire una distinzione tra soggetti normali e quelli con
ipogonadismo grave, alterazioni lievi della produzione di androgeni possono passare inosservate.
Nei soggetti normali vi sono delle frequenti e rapide modificazioni di tipo pulsatile del testosterone
sierico, cosi come un lieve aumento nelle prime ore del mattino. I metodi radioimmunologici per gli
androgeni e gli estrogeni misurano la concentrazione sierica totale degli steroidi, vale a dire
I’ormone libero biologicamente attivo e la componente legata alle proteine; sebbene nella maggior
parte dei casi non sia necessario determinare la quantita reale di ormone libero, in alcuni casi si puo
rendere necessario, per esempio nei pazienti affetti da ipotiroidismo, obesita e acromegalia si puo
osservare una ridotta concentrazione di SHBG, per cui 1 livelli di testosterone totale potrebbero
essere ridotti a fronte di una componente biologicamente attiva nella norma.

L’LH e, in minor misura, I’FSH vengono liberati nell’arco della giornata con variazioni pulsatili. Il
fine principale di dosare le concentrazioni basali delle due gonadotropine ¢ quello di distinguere tra
I’ipogonadismo ipergonadotropo, nel quale una o entrambe le tropine sono elevate, e
I’ipogonadismo ipogonadotropo nel quale le gonadotropine sono ridotte, in presenza, in entrambi i
casi, di una ridotta produzione di androgeni. Gli aumenti della prolattina sierica possono inibire la
normale liberazione delle gonadotropine ipofisarie (in particolare dell’LH), attraverso un’azione
sull’ipotalamo, motivo per il quale in tutti 1 pazienti con ipogonadismo ipogonadotropo dovrebbe
essere dosata la prolattina sierica.

L’insieme dei parametri seminali e dei dosaggi ormonali basali, consente di ottenere delle ipotesi
diagnostiche:
e Oligo- o0 azoospermia con testosterone ridotto, LH ed FSH aumentati, indicano insufficienza
gonadica primaria.
e Oligospermia con testosterone ¢ LH normali, ma FSH aumentato, indica insufficienza dei
tubuli seminiferi
e Oligo- o azoospermia con testosterone, LH ed FSH nella norma, puo associarsi ad assenza
congenita dei deferenti e delle vescicole seminali, cosi come ad ostruzione dei dotti.
e Oligo- o azoospermia con testosterone ridotto, FSH ed LH normali o ridotti, correla con
patologia ipotalamo-ipofisaria.
e Oligo- 0 azoospermia con LH e testosterone aumentati, ma FSH normale, si presenta in caso
di ipertiroidismo o di insensibilita parziale agli androgeni.

Le inibine A e B sono glicoproteine eterodimeriche. Nell’'uomo ¢ dosabile solo I’inibina B. Questo
ormone ¢ prodotto dalle cellule del Sertoli e dalle cellule della spermatogenesi. Durante 1’infanzia
I’inibina B ¢ prodotta dalle sole cellule del Sertoli sotto il controllo delle gonadotropine; in questa
fase 1l suo dosaggio ¢ utile nella diagnosi differenziale tra anorchia e criptorchidismo bilaterale in
pazienti con testicoli non palpabili. A partire dall’epoca puberale, la produzione avviene ad opera di
cellule della spermatogenesi, in stadi specifici, ovvero dallo spermatocita allo stadio di pachitene
fino allo spermatide rotondo. Pertanto, nell’'uomo adulto, i livelli di inibina B sono strettamente
correlati alla spermatogenesi, e risultano bassi o indosabili nella Only Sertoly Cell Syndrome e negli
arresti maturativi precoci, mentre risultano nella norma negli arresti maturativi tardivi e nelle
azoospermie ostruttive.

11 testicolo produce anche estradiolo: tuttavia nel maschio solo il 20% della quota circolante ¢ di
provenienza testicolare, mentre il restante 80% ha origine periferica da interconversione di
androgeni testicolari e surrenalici ad opera della aromatasi. Trattandosi di un enzima caratteristico
del tessuto adiposo, nei soggetti obesi ¢ pit comune osservare riduzione dei livelli di testosterone a
vantaggio dell’estradiolo.



Valori di riferimento, in condizioni basali:

Ormone Intervallo di normalita Unita di misura
LH 1.70-8.60 mUI/mL

FSH 1.50-12.40 mUI/mL
TESTOSTERONE 10.4-38.20 nmol/L
PROLATTINA 4.00-15.20 ng/mL
ESTRADIOLO 25.00-107.00 pg/mL
INIBINA B 80.00-380.00 pg/mL

Oltre alle valutazioni ormonali basali, ¢ possibile anche ricorrere a test dinamici.

Il test di stimolazione con gonadotropina corionica umana (hCG), si basa sulla un’iniezione di tale
ormone glicoproteico che presenta azioni biologiche simili a quelle dell’LH. Dopo la
somministrazione I’hCG si lega ai recettori dell’LH a livello delle cellule del Leydig e stimola la
sintesi e la secrezione di steroidi testicolari. Pertanto le cellule del Leydig possono essere studiate
direttamente con la somministrazione di 4000 Ul/die di hCG per quattro giorni. Una risposta
normale ¢ rappresentata da un raddoppio dei livelli di testosterone dopo I’ultima iniezione. I
pazienti con una patologia primitiva gonadica presentano una risposta ridotta dopo il test, mentre i
pazienti con insufficienza delle cellule del Leydig, secondaria ad una patologia ipofisaria o
ipotalamica, presentano una risposta qualitativamente normale.

L’ormone stimolante le gonadotropine (GnRH), stimola direttamente le cellule gonadotrope
dell’ipofisi anteriore a produrre LH ed FSH. Sulla base di tale meccanismo d’azione il test di
stimolo dovrebbe consentire di distinguere la patologia ipotalamica da quella ipofisaria. In realta
sono numerosi gli studi in cui si ¢ osservato una assenza di risposta al test da stimolo con GnRH, sia
in presenza di patologia ipofisaria si in caso di patologia ipotalamica. Inoltre la presenza di una
normale risposta del’LH e del’FSH al GnRH, in un maschio ipogonadico, non elimina
I’ipopituitarismo come possibile causa di insufficienza gonadica, dato che alcuni pazienti con
ipogonadismo ipogonadotropo lieve possono mostrare una risposta normale. Il test si effettua
somministrando 100 microgrammi di GnRH con bolo endovenoso rapido e dosaggio di LH e FSH
ai tempi 0°,15°,30°,45°,60°,90°. I maschi adulti sani presentano un aumento da 2 a 5 volte dell’LH
rispetto ai valori basali, mentre il valore dell’FSH raddoppia. Tuttavia, alcuni maschi normali non
mostrano alcun aumento dell’FSH dopo il test da stimolo. I pazienti con una patologia testicolare
primitiva possono rispondere con un aumento esagerato di LH e FSH. Se ¢ presente solamente un
danno a carico dei tubuli seminiferi, si osserva un aumento anormale dell’FSH e una risposta
normale dell’LH.

Esiste anche il test di stimolazione con clomifene citrato. Il clomifene citrato ¢ un composto non
steroideo dotato di debole attivita estrogenica. Esso si lega ai recettori degli estrogeni in vari tessuti,
compreso I’ipotalamo. Impendendo all’estradiolo il legame di questi recettori, il clomifene fa si che
I’ipotalamo percepisca una riduzione dei livelli di estradiolo. Il deficit apparente di estradiolo porta
ad an aumento della liberazione di GnRH, la cui conseguenza principale ¢ la stimolazione delle
cellule gonadotrope ipofisarie a secernere quantita maggiori di LH ed FSH. Questo test consente,
dunque, di valutare Dl’integritd sia dell’ipotalamo sia dell’ipofisi. 1l test si effettua con la
somministrazione di clomifene citrato, 100 mg per os, due volte al giorno per dieci giorni. I soggetti
maschi normali presentano un aumento del 50-250% dell’LH, del 30-200% dell’FSH e del 30-
220% del testosterone nel decimo giorno di somministrazione. Nei pazienti con malattie ipofisarie o
ipotalamiche non si osserva tale aumento.
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DIAGNOSTICA CITOLOGICA CON AGOASPIRATO TESTICOLARE

Negli uomini infertili affetti da azoospermia va sempre raccomandata I'esecuzione di un
agoaspirao testicolare, perché tale procedura, minimamente invasiva, permette di valutare la
struttura istologica del testicolo e lo stato della spermatogenesi, differenziando le condizioni di
sindrome a sole cellule del Sertoli, le ipospermatogenesi, gli arresti spermatogoniali, quelli
spermatidici ed i quadri di normale spermatogenesi.

L’agoaspirazione testicolare fu proposto per la prima volta nel 1992 ed attualmente € considerata
una tecnica minimamente invasiva e facilmente riproducibile per lo studio dell’epitelio seminifero
e del processo spermatogenetico in soggetti infertili (1,2,3). Tale metodica permette di distinguere
azoospermie ed oligozoospermie di natura ostruttiva da quelle di natura secretiva e, nell’ambito di
gueste ultime, consente di individuare diversi gradi di ipospermatogenesi, associati o meno a
turbe maturative. L'esatta categorizzazione del paziente consente di scegliere una terapia
specifica, mirata per ciascun soggetto.

Sulla base delle caratteristiche citologiche all’esame microscopico dopo colorazione, € possibile
individuare in maniera precisa le caratteristiche delle varie cellule della spermatogenesi qui di
seguito riportate:

- Spermatogoni. Nell’'uomo, come nel ratto, sono stati identificati tre diversi tipi di spermatogoni,
denominati A dark (Ad), A pale (Ap) e B (4,5) (Fig.1).

Fig.1

Spermatogonio A dark Spermatogonio A pale Spermatogonio B
- Spermatocita primario e Spermatocita secondario (Fig.2)

Fig.2

Spermatocita primario Spermatocita secondario

- Spermatidi. Classicamente si distinguono 2 tipi di spermatidi: early spermatidi (Sab) o spermatidi
rotondi e late spermatidi (Scd) o spermatidi allungati. (Fig.3).



Fig. 3
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Spermatide ab (rotondo) Spermatide cd (allungato)

- Spermatozoi. Talora possono presentare piccoli residui citoplasmatici a livello del middle-piece
od essere privi della coda come conseguenza dello striscio su vetrino, o essere immersi nel
citoplasma di cellule del Sertoli prima del rislascio nel lume tubulare (Fig.4).

Fig. 4
R

-

Spermatozoo maturo

- Cellula del Sertoli. Essendo molto delicate vengono facilmente danneggiate durante lo striscio e
possono apparire sprovviste di citoplasma. (Fig.5).

Fig.5

Cellula del Sertoli

| preparati citologici dei soggetti con normozoospermia sono caratterizzati dalla presenza di tutte
le cellule spermatogenetiche, con prevalenza delle forme piu mature rispetto a quelle immature e
alle cellule del Sertoli. In particolare le forme piu rappresentate sono gli spermatidi Sab e Scd, in
accordo con la progressione geometrica cui vanno incontro le cellule a partire dallo stadio di
spermatogonio fino a quello di spermatide. Una simile progressione numerica non & presente da
spermatociti primari e secondari, che presentano percentuali simili tra loro, a causa della breve
durata (circa 24 ore) dello stadio di spermatocita secondario. La percentuale di spermatozoi non
risulta superiore a quella degli spermatidi in conseguenza della mancanza di un’ulteriore divisione
cellulare e della rapida esfoliazione degli spermatozoi nel lume tubulare e nelle vie escretrici.



Normalmente le cellule del Sertoli rappresentano circa un terzo di tutte le cellule testicolari
visualizzabili nei vetrini allestiti da agoaspirato (Fig.6).

Quadro citologico normale/ostruttivo

L’esame citologico testicolare permette di distinguere in maniera certa le azoospermie di natura
secretiva, da sindrome a sole cellule di Sertoli o da grave ipospermatogenesi o da arresti
maturativi completi nella linea spermatogenetica, da quelle di natura escretoria, conseguenti ad
ostruzione delle vie seminali. La lettura dei preparati citologici dei soggetti azoospermici puo
evidenziare pertanto i seguenti quadri:

- Sindrome a sole cellule di Sertoli. In questo quadro mancano completamente gli elementi della
linea germinale (Fig.7).

Fig. 7

Sindrome a sole cellule del Sertoli

- Gravi ipospermatogenesi. Le gravi ipospermatogenesi sono caratterizzate dalla marcata
riduzione della componente germinativa, con incremento della percentuale di cellule del Sertoli
rispetto a quella delle cellule della spermatogenesi (Fig.8).



Grave ipospermatogenesi

- Arresti maturativi. Spesso sono presenti importanti anomalie nella progressione maturativa
spermatica e fenomeni di rallentamento maturativo, responsabili dell’laumento percentuale di
spermatogoni e/o spermatociti primari e dell’assenza di forme mature di spermatozoi. Negli
arresti maturativi viene conservato il normale rapporto tra cellule di Sertoli e cellule
spermatogenetiche, ma sono presenti importanti disturbi maturativi con aumento della
percentuale di spermatogoni e spermatociti primari e corrispondente decremento delle forme piu
a valle fino alla completa assenza di elementi maturi. Poiché il feed-back negativo sulla secrezione
di FSH coinvolge solo le cellule spermatogenetiche piu mature, i quadri di blocco maturativo
precoce (a livello spermatogoniale-spermatocitico primario) si associano ad incremento dell’FSH,
mentre quelli tardivi (a livello spermatocitico secondario-spermatidico) si accompagnano a
normali livelli di gonadotropina (Fig.9).

Fig. 9

v a \ .
Arresto spermatogoniale completo Arresto spermatidico completo

Infine, nelle azoospermie escretorie la citologia testicolare evidenzia un normale andamento
maturativo germinale con presenza di tutte le cellule spermatogenetiche (Fig.6) e frequente
incremento percentuale delle forme mature rispetto alle altre cellule della spermatogenesi e alle
cellule del Sertoli (6).

Analogamente a quanto detto per le azoospermie, nelle oligozoospermie gravi & possibile
individuare quadri citologici caratterizzati da ipospermatogenesi e/o da blocchi maturativi parziali
e quadri parzialmente ostruttivi (Fig.10).



Moderata ipospermatogenesi

Nelle ipospermatogenesi € presente una riduzione della percentuale di cellule della

spermatogenesi rispetto alle cellule del Sertoli con presenza di rari spermatozoi maturi. In questi
casi, I’entita dell’incremento della percentuale di cellule del Sertoli esprime il grado di alterazione

e compromissione della componente spermatogenetica.
Nei blocchi maturativi € presente un incremento percentuale delle forme a monte del blocco,
espressione di una difficoltosa progressione maturativa, con riduzione ma mai assenza, delle

forme mature e frequente associazione con fenomeni cellulari di tipo degenerativo (elementi

multinucleati o in fase di anomala divisione) (6). In tabella 2 sono riportati i vari quadri citologici

riscontrabili nei diversi casi di azoospermia ed oligozoospermia con i rispettivi livelli di FSH.

Tab. 2 Principali quadri citologici correlati ad alterazioni quantitative dei parametri seminali.

-Blocco maturativo
completo a livello
spermatogoniale/
spermatocitico o
spermatidico

percentuale di cellule del Sertoli
rispetto a quella delle cellule della
spermatogenesi ed assenza di cellule
spermatiche mature

-Normale rapporto tra cellule del
Sertoli e cellule della spermatogenesi,
assenza completa di cellule mature ed
incremento percentuale delle cellule
spermatogeniche a monte del blocco
(spermatogoni/spermatociti o
spermatociti/spermatidi)

QUADRO SEMINALE DIAGNOSI QUADRO QUADRO
CITOLOGICA CITOLOGICO ORMONALE
AZOOSPERMIA -Quadro ostruttivo. -Normale linea maturativa germinale -FSH normale
-Sindrome a sole -Assenza completa degli elementi -FSH elevato
cellule del Sertoli germinali
-Grave -Marcata riduzione della componente -FSH elevato
ipospermatogenesi germinativa, con incremento della

-FSH elevato nei
blocchi precoci;
normale negli
arresti maturativi
tardivi (normale
feed-back
sull’ipofisi)




OLIGOZOOSPERMIE -Ipospermatogenesi -Incremento della percentuale di -FSH elevato

lieve-moderata cellule del Sertoli per riduzione della
componente germinativa ed aumento
relativo delle cellule di Sertoli;
riduzione delle cellule spermatiche

mature
-Blocchi maturativi - Normale rapporto tra cellule del - FSH elevato nei
parziali a livello Sertoli e cellule della spermatogenesi, blocchi precoci;
spermatogoniale/ riduzione del numero di cellule mature | normale negli
spermatocitico o ed incremento percentuale delle arresti maturativi
spermatidico cellule spermatogeniche a monte del tardivi (normale
blocco (spermatogoni/spermatociti o feed-back
spermatociti/spermatidi) sull’ipofisi)
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Istologia testicolare

Le indicazioni per I'effettuazione di una diagnostica invasiva in caso di infertilita
maschile sono significativamente cambiate negli ultimi trent’anni per diversi motivi,
non ultimo il ruolo delle tecniche di riproduzione assistita nel trattamento
del’infertilita di coppia. In particolare, nelle forme piu gravi di infertilita maschile,
quali le azoospermie, e stato abbandonato il vecchio protocollo diagnostico invasivo
che prevedeva I'esecuzione di una esplorazione scrotale con biopsia testicolare a
cielo aperto e vesciculodeferentografia (VDG).

In effetti, in molti dei casi di azoospermia la diagnosi differenziale definitiva tra
azoospermia ostruttiva e secretoria € ancora oggi desumibile solo dai risultati
dell’istologia testicolare. Infatti una azoospermia associata ad una normale istologia
testicolare e prova certa, anche se indiretta, della presenza di una ostruzione delle
vie seminali.

Il panorama & cambiato da quando, con I'avvento dell’ICSI (iniezione
intracitoplasmatica di spermatozoi), nelle azoospermie la tendenza é di effettuare
una biopsia testicolare per ottenere una diagnosi istologica associandola al recupero
di spermatozoi per ICSI immediata o successiva, previo congelamento di essi.

E’ importante anche ricordare che la ICSI non rappresenta I'unica terapia per
I’azoospermia (vi sono anche le ricanalizzazioni microchirurgiche, le disostruzioni dei
dotti eiaculatori, il trattamento farmacologico-ormonale dell’ipogonadismo
ipogonadotropo e dell’ipospermatogenesi, etc.). Da qui la valenza di una precisa
diagnosi eziologica sia ai fini della scelta della terapia appropriata, medica o
chirurgica, sia, nel caso della ICSI, della predizione delle possibilita di successo e di
ripetizione della stessa. E’ percio pratica diffusa effettuare una biopsia testicolare
diagnostica inviando un campione per esame istologico ed uno o pit campioni al
laboratorio biologico (TESE o MICROTESE) per il congelamento degli spermatozoi in
vista di una successiva ICSI. Il referto istologico sara anche utile per confermare il
risultato del laboratorio biologico nel recupero di spermatozoi, per meglio chiarire il
guadro di danno spermatogenetico e per dare ulteriori indicazioni all’andrologo
sulla possibilita di successo di una ulteriore futura procedura di recupero di
spermatozoi. Infine, 'esame istologico sara di fondamentale importanza per
escludere la presenza di una neoplasia testicolare, in particolare nella condizione di
neoplasia intratubulare, talvolta associata all’infertilita maschile.

Esistono situazioni particolari in cui I’esame istologico puo essere omesso, quali per
es. 'agenesia bilaterale dei deferenti. In questa condizione, infatti, in oltre il 95% dei
casi la spermatogenesi € normale ed essendo la ICSI I'unica terapia efficace, &
giustificato, in caso di deferenti non palpabili, omettere la biopsia ed effettuare
direttamente il recupero degli spermatozoi per ICSI, anche con semplice agoaspirato.
La biopsia puo altresi essere omessa sia nelle azoospermie da ostruzione distale,



nelle quali un recupero transcutaneo o un wash out di spermatozoi del tratto
deferento-ampullo-vescicolare possono chiarire la causa della azoospermia e
rendono immediatamente possibile la terapia, sia in altre azoospermie di certa
natura ostruttiva, come nei vasectomizzati.
Esistono ancora pochi lavori che abbiano comparato i risultati dell’agoaspirato
testicolare con un esame istologico tradizionale. In linea di massima l'agoaspirato &
sufficientemente attendibile in mani esperte, ma spesso, per una diagnosi esatta del
tipo di danno spermatogenetico, € necessaria una biopsia testicolare con esame
istologico.
Ai fini diagnostici e consigliabile una biopsia singola di circa 5 mm su ciascun
testicolo. La biopsia multipla, anche se piu accurata, € sicuramente troppo invasiva
al solo scopo diagnostico. Riteniamo piu adeguata la biopsia chirurgica tradizionale
“open”, possibilmente con tecnica “a finestra”, senza esteriorizzazione del testicolo,
rispetto alle tecniche percutanee con ago tru-cut o di altro tipo. Queste ultime
infatti, spesso non permettono di avere un adeguato frammento per la istologia
(tessuto testicolare scarsamente compatto) e in definitiva non sono meno invasive
(puntura alla cieca, rischio di ematocele, di ematomi intratesticolari, di danno
epididimario, necessita comunque di anestesia locale).
Inoltre & consigliabile:

e Manipolare il meno possibile il pezzo da asportare e da analizzare

e Utilizzare il fissativo adeguato (Bouin o Zenker)

e Esaminare almeno 80 sezioni di tubuli seminiferi

e Associare quando possibile una preparazione a fresco (wet prep) o, meglio

ancora, un frammento per TESE diagnostica e/o eventualmente terapeutica
tramite congelamento del pezzo o degli spermatozoi per successiva ICSI.

I quadri istologici sono essenzialmente cinque:

1. Spermatogenesi normale (ostruzione)

2. Ipospermatogenesi

3. Aplasia cellule germinali (SCOS): 3a) completa
3b) incompleta

4. Arresto maturativo: 4a) completo

4b) incompleto

5. Sclerosi tubulare



Fig 2 Ipospermatogenesi | Fig 3 SCOS |
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Un lavoro di Tournaye ha analizzato il valore predittivo della biopsia testicolare ai
fini di un successivo recupero di spermatozoi per ICSI nelle diverse situazioni
istologiche. Complessivamente in caso di ritrovamento di spermatozoi nella biopsia,



il valore predittivo positivo e dell’ 83%. In caso di assenza di spermatozoi il valore
predittivo negativo e del 68,7%. In particolare, distinguendo i vari quadri istologici, la
possibilita di recupero di spermatozoi € la seguente:

e Spermatogenesi normale (ostruzione) e ipospermatogenesi: 100%
e SCOS completa 19%

e SCOS incompleta 86%

e Arresto completo 48%

e Arresto incompleto 62%

Studi piu recenti (Su, Franco, Caroppo) hanno sostanzialmente riportato analoghe
percentuali.
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VALUTAZIONE DELL’INTEGRITA’ CROMATINICA : SCSA, TUNEL, COMET, SCD

VALUTAZIONE ISTONI E PROTAMINE: BU DI ANILINA , CMA3,

La cromatina nemaspermica ¢ stata oggetto di numerosi studi che hanno evidenziato una diversita di
organizzazione nucleare nelle varie specie animali; in particolare nei mammiferi il DNA
nemaspermico, grazie a particolari proteine basiche, viene notevolmente condensato. Infatti,
nonostante, lo spermatozoo sia privo di sistemici enzimatici di riparo del DNA, risulta essere una
cellula molto resistente all’azione di agenti fisici, chimici e biologici grazie proprio alla profonda
ristrutturazione nucleare. L’ impacchettamento della cromatina ¢ dovuto principalmente al DNA
complessato con le protamine (PRM) piuttosto che con gli istoni, come invece avviene per le cellule
somatiche e per le cellule germinali prima del loro differenziamento. Le PRM sono proteine basiche
specie-specifiche, espresse solo nel maschio, a basso peso molecolare e con elevato contenuto di
arginina e cisteina. Tutto ci0 contribuisce a far si che il DNA nemaspermico dei mammiferi sia il
DNA eucariotico maggiormente condensato. Nell'uomo sono distinguibili 2 tipi di PRM: PRMI e
PRM2. PRM2 differisce da PRM1 nella sequenza aminoacidica e nel peso molecolare, ¢ molto piu
ricca di istidina, e presenta il cluster di arginine distribuito piu regolarmente lungo la molecola. 11
processo di compattazione DNA-protamine inizia nel testicolo, continua nell’epididimo, si conclude
nel fluido seminale. In particolare, durante la spermiogenesi, il nucleo degli spermatidi viene
rimodellato e condensato mediante la sostituzione degli istoni con le protamine. La transizione
istoni/protamine ¢ molto complessa e si effettua con diversi meccanismi di fosforilazione,
acetilazione, ubiquinazione istonica e con l’ausilio di proteine di transizione (TNP), capaci di
mantenere una struttura intermedia nei siti di deposizione delle PRM e favorire I’eliminazione degli
istoni (1) anche se il loro ruolo non ¢ stato ben definito. Il filamento di DNA si avvolge intorno alle
molecole di protamine formando loops altamente organizzati. Ogni molecola di protamina viene
avvolta da una spira di DNA; in particolare, lungo il solco della doppia elica, si formano legami tra
cariche positive dei residui di arginina delle protamine e residui carichi negativamente della struttura
fosfodiesterica del DNA. Il DNA legato alle protamine si avvolge in cerchi concentrici, che
collassano in una struttura toroidale contenente 50-60 Kb di DNA. Tale complesso ¢ fortemente
compattato e stabilizzato da ponti covalenti -S-S- intra ed inter-protaminici tra 1 residui cisteinici —
SH. L’unita fondamentale dell’impacchettamento cromatinico €, quindi, un toroide di circa 60 kb di
DNA, di circa 0.9 pm di diametro, spesso circa 0.2um e con un buco centrale di 0.15 pm. Ogni
toroide contiene un loop di DNA ed ¢ ancorato alla matrice nucleare, mediante regioni di attracco

definite MAR (Matrix Associated Regions) (2), ad intervalli di 40 Kb; tali regioni sono costituite da



un segmento nucleasi sensibile di circa 1000 bp (3). La matrice nucleare sembra svolgere un ruolo
molto importante in quanto ¢ stato dimostrato che la corretta associazione DNA- matrice nucleare ¢
necessaria per la replicazione del DNA del pronucleo maschile ed il controllo dell’integrita nucleare
dopo la fecondazione. La cromatina dello spermatozoo, quindi, pud essere suddivisa in importanti
domini strutturali rappresentati da istoni, protamine e MAR. Tale complessa organizzazione
strutturale ¢ necessaria per la realizzazione di importanti funzioni quali ridurre la grandezza e la
forma del nucleo dello spermatozoo conferendo alla cellula una struttura idrodinamica e proteggere
il genoma maschile durante il transito nelle vie genitali femminili. II DNA nemaspermico, infatti,
puo essere soggetto a frammentazione, ed in particolare, una piccola percentuale di rotture del DNA
avviene fisiologicamente, durante la spermiogenesi, per agevolare la riorganizzazione della
cromatina. Una volta che la cromatina viene condensata, le rotture dei filamenti di DNA vengono
riparati. Errori che intervengono nel meccanismo di rottura e riparo dei filamenti di acido nucleico
possono causare alterazione della condensazione e frammentazione del DNA. L’etiologia del danno
al DNA nemaspermico ¢ multifattoriale e le anomalie della struttura cromatinica possono essere,
anche, il risultato di danni indotti da difetti di condensazione cromatinica e di protaminizzazione,
processo apoptotico e stress ossidativo da radicali liberi.

Per la valutazione del danno al DNA nemaspermico sono stati messi a punto numerosi metodi e
strategie al fine di definire il grado di condensazione della cromatina all’interno del nucleo. Lo
sviluppo di questi test si ¢ incrementato parallelamente al progresso della Procreazione
Medicalmente Assistita (PMA) e all’importanza che I’integritd cromatinica ha assunto in questo
contesto.

Per valutare il processo di sostituzione istoni - protamine sono stati utilizzati i seguenti metodi: Blu

di Anilina e Cromomicina A3( CMA3). In condizioni normali, la sostituzione deve essere completa

affinché la condensazione della cromatina possa essere considerata ottimale. Per 1’analisi degli

istoni residui, viene utilizzato il Blu di Anilina, un colorante che si lega specificamente con la

lisina, amminoacido molto presente negli istoni e poco rappresentato nelle protamine. Gli

spermatozoi con nuclei ricchi di istoni appariranno blu mentre quelli protaminati non verranno

colorati. Vari studi hanno confrontato le anomalie cromatiniche valutate mediante blu di anilina con

I’outcome della PMA indicando che la percentuale di spermatozoi con anomalie cromatiniche

sembra maggiore nei pazienti infertili. La maggior parte degli studi non ha rilevato una

correlazione tra spermatozoi con anomalie della condensazione cromatinica e percentuale di

fecondazione; 1’associazione invece, ¢ stata identificata, dopo IUI (Intra Uterine Insemination) e

Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI) , con la percentuale di aborto, sviluppo dello zigote (4,5) e

con il corso della gravidanza (6), indicando il test Blu di Anilina come predittivo nella la scelta

2



della tecniche di PMA. Le anomalie della cromatina possono essere anche valutate mediante
’analisi delle protamine. In questo caso si utilizza la Cromomicina A3, un antibiotico fluorescente
con affinitd per le regioni ricche di G-C. La CMA3 compete per il sito di legame delle protamine,
quindi, spermatozoi subprotaminati appariranno fluorescenti mentre quelli che hanno completato la
sostituzione istonica compariranno non fluorescenti alla lettura al microscopio a fluorescenza. In
letteratura sono presenti numerosi lavori che utilizzano il test CMA3 al fine di predire 1’outcome
riproduttivo, ma i dati sono discordanti. Diversi studi (7,8,9,10,11) hanno rilevato una correlazione
negativa tra percentuale di spermatozoi subprotaminati valutati e percentuale di fecondazione con
ICSI; un minor numero di studi, invece, ha trovato una significativita tra percentuale di CMA3 e
percentuale di fecondazione con IVF (12,13). Diversi lavori, inoltre, hanno comparato i due test
CMAZ3 ¢ Blu di Anilina dimostrando che CMA3 aveva una maggiore capacita predittiva rispetto al
test Blu di Anilina (7,14); mentre un lavoro del 2015 (15) ha dimostrato che i due test non rilevano
differenze nella condensazione cromatinica tra fertili e infertili rispetto ad altre metodologie prese
in considerazione nello studio. E’ da sottolineare, pero, che le capacita predittive di CMA3 e Blu di
Anilina possono variare sulla base del cutoff scelto (16) e che tali metodologie analizzano le
anomalie di sostituzione istoni/ protamine ma non riescono a dare informazioni molto precise; in
particolare, non sono in grado di discriminare il difetto di PRM1 o di PRM2, per il quale, invece, ¢
necessario applicare metodologie piu specifiche e attendibili, quali RTqPCR o Western blotting. Il
processo di impacchettamento, derivante dalla sostituzione degli istoni con le protamine, infatti, ¢
caratterizzato da un corretto rapporto di PRMI1 e 2. Negli individui fertili tale rapporto € compreso
tra 0,8 e 1,2 (17,18) e alterazioni nell’espressione genica e nel rapporto proteico di PRM1/PRM2
sono state osservate in associazione con I’infertilita (19,20) e con la riduzione della qualita
embrionale (21,22,23). Livelli alterati delle protamine sono, anche, associati ad una riduzione
dell’integritda cromatinica. In un lavoro del 2005 ¢ stato dimostrato, infatti, una aumentata
frammentazione del DNA in campioni con un basso rapporto PRM1/PRM2 rispetto a quelli con
normale o elevato rapporto di protamine (24).

Per valutare I’integrita della cromatina nemaspermica vengono utilizzati i seguenti metodi:
TUNEL, COMET, SCSA, SCD.

TUNEL - 1l metodo TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase UTP-driven Nick End
Labeling) visualizza la presenza di rotture endogene sul DNA degli spermatozoi mediante I’enzima,
TdT (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase). Questa polimerasi incorpora nucleotidi marcati a
livello delle rotture 3°- OH terminali del DNA. Tale metodica, quindi, quantifica I’incorporazione di
desossiuridinatrifosfato (dUTP) ai frammenti di DNA derivati da rotture a singola o doppia elica.

Una volta che 1 nucleotidi marcati dUTP vengono incorporati ai frammenti di DNA possono essere
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quantificati mediante microscopio a fluorescenza o analisi citofluorimetrica. I primi studi effettuati
da Gorczyca et al. 1993(25) sulle cellule somatiche, hanno dimostrato la possibilita di distinguere
DNA frammentato derivante da un processo apoptotico da quello delle cellule necrotiche, mediante
la metodica TUNEL. Tale metodica ha consentito di identificare frammentazione del DNA
correlato al processo apoptotico nelle cellule germinali maschili (26). E’ stato ipotizzato, infatti,che
fattori testicolari e extratesticolari contribuiscono alla formazione di DNA alterato negli
spermatozoi e che il principale pathway che porta alla rottura dell’elica di DNA negli spermatozoi ¢
un processo apoptotico (27,28).

COMET ASSAY- La Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) o COMET assay, introdotta da
Ostling and Johanson nel 1984 (29), ¢ un metodo che consente di valutare I’integritd del DNA
visualizzando le rotture dell’elica a livello di ogni singola cellula. Inizialmente fu utilizzata per la
valutazione degli effetti genotossici sulle cellule somatiche e successivamente Singh NP et al
(1989) (30) la applicarono allo studio delle cellule nemaspermiche. Il metodo prevede 1’inclusione
degli spermatozoi in un gel di agarosio su vetrino; le cellule vengono poi lisate e sottoposte ad
elettroforesi in condizioni di elevata concentrazione salina. In tale test il DNA viene evidenziato
con un colorante nucleare di tipo intercalante. La cellula danneggiata appare come una cometa, con
una testa fluorescente ed una coda la cui lunghezza e fluorescenza ¢ proporzionale al numero delle
rotture presenti nell’elica di DNA. La cellula integra appare, invece, come un nucleo intatto
fluorescente, la testa della cometa, senza coda. La metodica originaria prevedeva un elettroforesi in
ambiente alcalino che si ¢ dimostrata essere poco efficiente nello studio dell’integrita del DNA a
causa della presenza di siti alcalino-labili che inducevano numerose rotture del DNA non presenti di
base. Questo aveva reso, inizialmente, il metodo di difficile standardizzazione anche al fine di
applicazioni immediatamente trasferibili in ambito clinico. Per tale motivo, ¢ stata proposta una
modifica della metodica che utilizza una elettroforesi neutra in grado di superare il problema dei siti
alcalino- labili.

SCSA- ¢ una tecnica citofluorimetrica caratterizzata dalla valutazione dei parametri rilevati su un
numero statisticamente significativo di eventi, in quanto riesce ad analizzare circa 5000 spermatozoi
per campione. Valuta la resistenza della cromatina nemaspermica all’azione di agenti denaturanti,
attraverso il colorante arancio di acridina (AO). L’AO si lega agli acidi nucleici, in particolari
condizioni stechiometriche, intercalando la doppia elica ed impacchettandosi nelle regioni a singola
elica. Le molecole legate secondo queste due diverse modalita di interazione fluorescono in bande
spettrali differenti; se la molecola ¢ intercalata nella doppia elica emette una fluorescenza verde,
mentre se legata a regioni a singola elica la fluorescenza ¢ rossa. SCSA ¢ I’unica tecnica per cui
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che descrive la percentuale di spermatozoi con DNA suscettibile alla denaturazione, il DFI (DNA
Fragmentation Index), ottenuto dal rapporto dell'intensita della fluorescenza rossa su quella totale
(rossa+verde). Un DFI < 30% identificherebbe una popolazione nemaspermica con buona integrita
cromatinica e un potenziale stato di fertilita, mentre un DFI > 30% indica una popolazione di
spermatozoi con anomalie della struttura cromatinica (31)

SCD- Sperm Chromatin Dispersion test (32) identifica DNA nemaspermico frammentato sulla
base della capacita della cromatina nemaspermica di denaturarsi. La tecnica prevede una fase di
decondensazione cromatinica seguita dalla valutazione delle cellule nemaspermiche che se
frammentate presenteranno un alone intorno alla testa. Il test SCD viene effettuato mediante
Halosperm kit (Halotech DNA; Madrid, Spain). La preparazione dei vetrini ¢ abbastanza rapida e la
richiede un microscopio in campo chiaro.

Le conseguenze sul processo di fecondazione e di sviluppo embrionale dei danni subiti dal DNA,
non sono ancora completamente note in quanto le lesioni che originano nel DNA dello spermatozoo
sono molto diverse tra di loro e a seconda della tipologia di danno si possono verificare diverse
condizioni 1) i meccanismi di riparo dell’ovocita non sono sufficienti e I’embrione non si sviluppa o
non si impianta oppure la gravidanza esita in aborto 2) I’ovocita ripara la rottura dell’elica di DNA
prima dell’inizio del clivaggio con generazione di una normale prole 3) I’ovocita puo riparare il
danno in modo parziale e il risultato potrebbero essere delezioni, errori di sequenza e anomalie nella
prole. Tutto cio indica che spermatozoi con DNA danneggiato possono fecondare e che I’impatto
biologico della cromatina alterata dipende, quindi, dal tipo di danno e dalla capacita dell’ovocita di
ripararlo. Diversi studi hanno valutato la relazione tra danni al DNA nemaspermico, valutato con
SCSA e TUNEL, ed esito riproduttivo sia nel caso di gravidanze naturali che in PMA. In
particolare, ¢ stata evidenziata una forte associazione tra DNA danneggiato e fallimento del
raggiungimento della gravidanza naturale, mentre elevati livelli di DNA alterato sono stati associati
anche con basse percentuali di gravidanza mediante [UI (Intra Uterine Insemination) (33).
Numerosi studi, invece, hanno esaminato I’influenza dell’integrita del DNA nemaspermico sulla
percentuale di gravidanza dopo IVF (In Vitro Fertilization); con tale tecnica di riproduzione
assistita la frammentazione del DNA era associata, anche se debolmente, con basse percentuali di
gravidanza ( OR 1.57); mentre i lavori che hanno considerato la tecnica ICSI hanno rilevato che la
frammentazione del DNA non era associata con le percentuali di gravidanza in ICSI (OR 1.14) (34).
Bungum et al. (2004),Gandini et al (2004) (35,36) hanno dimostrato, invece, che alterazioni
dell’integrita cromatinica valutate mediante SCSA non sono incompatibili con gravidanze dopo IVF
and ICSI. Diversi Autori, inoltre, hanno riportato una associazione significativa tra frammentazione
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natali. Una meta-analisi (37) ha dimostrato una significativa relazione tra danno al DNA, valutato
con SCSA, TUNEL e COMET e aborti dopo PMA, indipendentemente dalla tipologia di
trattamento, ICSI o FIVET. Lo studio, inoltre, ha rilevato che 1’associazione era piu forte quando si
consideravano i lavori che avevano utilizzato TUNEL (RR = 3.94 p< 0.00001). I risultati di review
e metanalisi relativi a studi che hanno valutato 1’associazione tra danni al DNA nemaspermico ed
esito riproduttivo sia nel caso di gravidanze naturali che in PMA, hanno fornito risultati discordanti.
Per questo motivo, nel 2013 (38) il Practice Committee of the American Society for Reproductive
Medicine (ASRM) ha redatto delle linee guida basate su una metanalisi proveniente da 20 studi
che hanno utilizzato TUNEL, SCSA e COMET. Tali linee guida hanno sottolineato che 1 dati
pubblicati non permettono di definire una relazione tra integrita cromatinica e outcome riproduttivo;
mentre esiste un’associazione significativa tra frammentazione e aborto dopo IVF o ICSI, anche se i
risultati ottenuti, fino ad oggi, non sono sufficienti per poter inserire i test di integrita tra i test
diagnostici routinari. Una recente meta analisi di Simon et al (2016) (39) effettuata su 41 studi (23
con SCSA, 18 TUNEL, 7 COMET e 8 SCD), invece, ha identificato un impatto negativo del danno
al DNA nemaspermico sulla percentuale di gravidanza in IVF e ICSI. Nonostante i numerosi studi
presenti in letteratura ci sono, quindi, numerosi dubbi riguardo alla applicazione clinica di test di
valutazione dell’integrita cromatinica. Quando si valutano studi relativi all’integrita del DNA ¢
necessario fare delle considerazioni sulle metodologie utilizzate. Sebbene molte metodiche
affermano di identificare il “DNA frammentato” non ¢ ancora ben definito quali informazioni
molecolari forniscono. TUNEL e COMET misurano la quantita di DNA con rotture di doppio o
singolo filamento, mentre SCSA fornisce una misura indiretta del danno all’acido nucleico, in
quanto valuta la percentuale di DNA suscettibile alla denaturazione; le cellule piu facilmente
denaturabili sono portatrici di frammentazione del DNA. 1l test SCD, invece, si basa sul principio
che spermatozoi con DNA frammentato non riescono a produrre un alone intorno alla testa dello
spermatozoo dopo denaturazione acida. Tale metodo, anche se molto utilizzato in diversi laboratori
perché di semplice esecuzione e non necessita di grandi attrezzature, risulta essere ambiguo in
quanto fornisce informazioni di difficile interpretazione e non riesce a definire la tipologia di danno
molecolare del DNA nemaspermico. Tutte le metodiche ad oggi disponibili, infatti, non riescono a
differenziare rotture del DNA fisiologiche da quelle patologiche e quindi il DNA frammentato,
clinicamente importante, dalle rotture che avvengono fisiologicamente, durante il processo di
condensazione cromatinica. Il DNA frammentato a singola elica pud essere riparato dall’ovocita
mentre rotture della doppia elica sono irreversibili. Infine, 1 test non identificano 1 geni che possono,
eventualmente, essere coinvolti nella rottura dell’acido nucleico. Attualmente, le metodiche di
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frammentazione dell’acido nucleico e si basano sul principio che maggiore ¢ la quota di cellule con
DNA danneggiato maggiore ¢ la probabilita che la popolazione cellulare sia patologica (40).
Alcuni studi hanno cercato di definire, anche, un valore soglia di danno al DNA nemaspermico,
oltre il quale 1 campioni seminali vengano definiti patologici, ottenendo risultati differenti. II livello
soglia che discrimina tra individui fertili e non fertili, in realtd, non ¢ ancora stato stabilito (41).
Nella diagnostica molecolare del gamete maschile, un test ideale, dovrebbe essere quello che, aiuti
nella diagnosi di infertilita, riesca a predire I’outcome riproduttivo nell’ambito di ART e fornisca
notevoli evidenze relative all’integrita genomica del gamete maschile. Attualmente, invece,
I’utilizzo dei test di integrita cromatinica, nella clinica, presenta delle limitazioni: mancano studi
popolazionistici e il valore clinico si basa su dati provenienti dalla letteratura relativi a lavori,
review ¢ metanalisi. Queste ultime presentano il vantaggio di analizzare diversi studi aumentando
la dimensione del campione e la potenza statistica, ma hanno lo svantaggio dell’eterogeneita dei
dati, in quanto, includono studi che utilizzano diverse metodologie, differenti popolazioni e diversi
cut-off.

E’ importante, quindi, avere cautela quando si valuta il valore predittivo di un test di integrita
cromatinica nell’ambito di tecniche di PMA. Non dobbiamo mai dimenticare che il valore clinico di
queste metodologie deve essere valutato con gli stessi criteri di un test diagnostico: sensibilita,
specificita, ripetibilita, predittivita e soprattutto robustezza statistica; ad oggi, 1’utilita clinica di
questi test deve essere ancora stabilita. Per una corretta interpretazione dei dati sono necessari
protocolli standardizzati con opportuni controlli di qualita e studi controllati con numero elevato di

pazienti studiati.
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ABERRAZIONI CROMOSOMICHE (FISH)

Gli spermatozoi umani sono cellule con corredo cromosomico aploide, contenenti 22 autosomi e 1
cromosoma sessuale, X o Y. Una variazione del numero di cromosomi ¢ chiamata aneuploidia,
condizione in cui una cellula ha uno o piu cromosomi soprannumerari oppure in difetto rispetto
all’assetto di base. L’aneuploidia puo essere causata da una mancata disgiunzione dei cromosomi
omologhi alla meiosi o dei cromatidi fratelli durante la mitosi. La produzione di gameti aneuploidi
rappresenta un fattore di rischio molto importante per I’infertilita, ma anche per ’insorgenza di
patologie come ritardo mentale, mortalita perinatale e aborti; infatti solamente pochi feti aneuploidi
sopravvivono alla nascita (1) ed il 50% degli aborti spontanei nel primo trimestre ¢ dovuto ad

anomalie cromosomiche.

11 test della FISH, fluorescence in-situ hybridization, ha permesso lo studio della precentuale delle
aneuploidie in spermatozoi umani di uomini infertili (2,3). Tale tecnica permette di localizzare
specifiche sequenze di acido nucleico, tramite 1’utilizzo di sequenze nucleotidiche complementari

chiamate sonde (4).

Questa procedura ¢ particolarmente indicata nei casi di ripetuti fallimenti riproduttivi, ma le sue

applicazioni sono molteplici:

e test prenatali, postnatali e di preimpianto per predire 1’esito della gravidanza e la futura qualita
della vita del nascituro;

e determinazione di aberrazioni cromosomiche nei tumori solidi come il cancro al polmone, alla
prostata e alla vescica;

¢ nei disordini del sistema ematopoietico come la leucemia mielogenosa cronica e acuta, la
leucemia linfocitica cronica e acuta ed il mieloma multiplo, per determinare traslocazioni,

delezioni e rotture cromosomiche.

L’ibridazione in situ consiste nel far avvenire la denaturazione del bersaglio e della sonda utilizzata,
in modo che le rispettive regioni complementari si rinaturino tra loro. La sequenza verra poi
identificata in base al tipo di sonda usata: originariamente erano impiegati metodi isotopici,
sensibili, ma poco pratici per 1 lunghi tempi di analisi ed i segnali generati spesso indistinti;
attualmente vengono utilizzati metodi non isotopici, tra cui la FISH, che utilizza la marcatura con
fluorocromi, tecnica vantaggiosa per la rapidita di esecuzione e per il contrasto (5). La marcatura

con fluorocromi puod avvenire con metodo diretto e indiretto.



Nel metodo diretto il fluorocromo viene incorporato direttamente nella sonda durante la sintest,
oppure si attacca covalentemente, in modo da permettere la visualizzazione del complesso DNA-
sonda attraverso un microscopio a fluorescenza. L’unico svantaggio di questa tecnica ¢ la ridotta

sensibilita (6), sebbene questo non sia di solito una seria limitazione.

Nel metodo indiretto si utilizzano sonde di DNA che contengono un marcatore come la
digossigenina o la biotina; dopo I’ibridazione, per identificare il DNA, il marcatore viene usato per
riconoscere una proteina coniugata al fluorocromo oppure si procede con 1’utilizzo di un anticorpo.
I vantaggi di questa tecnica sono ’elevata sensibilita, la capacita di intensificare il segnale e la
possibilita di avere un range di riconoscimento dei reagenti esteso; gli svantaggi sono i costi elevati

e 1 tempi di marcatura del DNA lunghi (7,8).

Le sonde di DNA proposte per la FISH sono centromeriche, in grado cio¢ di riconoscere sequenze
ripetitive di DNA localizzate nella regione centromerica, € sono state messe a punto per ogni
cromosoma umano. Queste sonde producono un piccolo segnale nel centromero e sono usate di
routine nella ricerca di aneuploidie (Fig. 1), e in minima parte anche per riconoscere la presenza di

traslocazioni Robertsoniane.

Altri tipi di sonde sono quelle telomeriche, piu adatte per la ricerca di anomalie strutturali dei

cromosomi, come delezioni e riarrangiamenti che interessano 1 bracci dei cromosomi.

Esistono inoltre le sonde sito specifiche, che invece riconoscono determinate sequenze che sono

poste all’interno dei cromosomi.

Numerose osservazioni cliniche indicano che anomalie cromosomiche dei gameti maschili
influenzano negativamente il tasso di gravidanza, di impianto e di sopravvivenza fetale (9-11) ed il
tasso di successo delle tecniche di fecondazione in vitro (ICSI). In particolare un aumento del tasso
di disomie dei cromosomi sessuali € stato osservato nel liquido seminale dei partner maschili di
coppie con aborto ricorrente (12). Inoltre i cariotipi prenatali degli embrioni generati mediante ICSI
hanno una percentuale di aneuploidie cromosomiche maggiore rispetto a quella riscontrata nella

popolazione generale (13-14) (Tabella 1).

Tale fenomeno in parte € spiegato dal fatto che una significativa percentuale dei soggetti sottoposti
ad ICSI per grave oligozoospermia o azoospermia ¢ portatore di anomalie genetiche e citogenetiche.
Infatti un numero incrementato di aneuploidie cromosomiche € noto nei soggetti portatori di
traslocazioni cromosomiche (15-18), poiché i cromosomi traslocati sono piu suscettibili ad errori

meiotici; nei soggetti affetti da Sindrome di Klinefelter, sia a carico dei cromosomi sessuali sia



degli autosomi, confermando 1’ipotesi che cellule germinali geneticamente alterate (47XXY)
possano comunque completare i processi meiotici, dando vita a spermatozoi XX o XY; inoltre in
soggetti affetti da neoplasia maligna trattati con farmaci chemioterapici, almeno temporaneamente,
¢ stato riportato un aumento delle aneuploidie spermatiche. Studi recenti tuttavia hanno messo in
evidenza che anche soggetti sani € con normale corredo cromosomico, ma affetti da
oligozoospermia, hanno un numero di spermatozoi aneuploidi maggiore rispetto a soggetti
normozoospermici (19), ad indicare che la patologia testicolare responsabile dell’alterazione
seminale ¢ in grado di danneggiare anche 1 meccanismi di segregazione cromosomica durante la
mitosi e/o la meiosi delle cellule germinali (20). In particolare ¢ stata dimostrata una relazione
inversa tra il tasso di aneuploidie spermatiche ed i tre principali parametri seminali (concentrazione,
motilita e morfologia), suggerendo che piu grave ¢ il danno spermatogenetico, maggiore ¢ la
probabilita di trovare spermatozoi con alterazione del cariotipo (20). L’aumentata percentuale di
anomalie cromosomiche spermatiche a sua volta si associa ad un minor tasso di impianto e

gravidanza e ad un maggior tasso di aborto (21, 22).

Pur essendo stati definiti dei parametri di normalita nell’interpretazione dell’esame seminale, la
scoperta di casi di infertilita maschile causati da anomalie nel potenziale di fertilizzazione dello
spermatozoo (fenomeni apoptotici e/o alterazione dell’integrita cromatinica) ha portato alla ribalta
nuove problematiche. Infatti, spermatozoi, persino con parametri tradizionali normali, possono
presentare frammentazione del DNA, alterazione del potenziale di membrana mitocondriale o
incremento delle aneuploidie spermatiche, che in natura difficilmente consentono un normale
concepimento. Pertanto il valore dello spermiogramma nella diagnosi d'infertilita ¢ relativo e va
comunque integrato da esami specifici, che valutino I’integrita genomica della cellula spermatica e
quindi la reale funzionalita dello spermatozoo. In particolare le metodiche piu utili sono
rappresentate dal test di frammentazione del DNA (TUNEL TEST), dallo studio dell’integrita
cromatinica (Arancio di acridina), dal test di condensazione nucleare e dalla valutazione delle
aneuploidie spermatiche mediante FISH. Tali approfondimenti sono indicati nei maschi con

ege, N .

di riproduzione assistita o con cattiva qualita embrionale.
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L’epigenetica nello studio degli spermatozoi

Col termine “epigenetica” vuole intendersi lo studio delle modificazioni strutturali del
genoma che influenzano I'espressione genica senza perd alterare la sequenza nucleotidica
sottostante (1,2). Tra 1 vari meccanismi epigenetici, uno dei principali, la metilazione del
DNA, ¢ stata spesso chiamata in causa in numerose funzioni biologiche tra cui la
spermatogenesi, ed ¢ considerata un meccanismo in grado di influenzare la fertilita maschile
(3).

Molto brevemente, per “metilazione del DNA” s’intende la conversione della citosina, ad
opera di almeno 5 tipi di DNA metil-transferasi (DNMTs), in 5-metilcitosina. Tale
metilazione si verifica nelle cosiddette “isole CpG” (citosina-fosfato-guanina), cio¢ in quelle
aree di DNA in cui la citosina ¢ direttamente seguita da una guanina nella sequenza del DNA.
Tale fenomeno, innesca un processo (potenziato dalla deacetilazione della lisina istonica) che
si conclude con un addensamento della cromatina che inattiva i geni interessati, impedendo
I’accesso dei fattori di trascrizione ai promotori. L’esito finale di tutto cid consiste in una
ridotta trascrizione genica e, de facto, in un silenziamento genico (4). Mentre nell’ovogenesi
la metilazione si verifica solo in fase post-natale, nella gametogenesi maschile tale processo,
pur completandosi durante la spermatogenesi, ha gia inizio nella gonade fetale. Infatti
I’andamento della metilazione nel genoma maschile ¢ molto peculiare. In particolare, le PGC
(Primordial germ cells), demetilate molto precocemente durante le prime fasi di sviluppo (4?-
6% settimana di vita intrauterina), vengono successivamente rimetilate fino alla fecondazione
e alla formazione dello zigote; quest’ultimo quindi subisce una nuova demetilazione.

Il motivo di tale intensa metilazione del DNA durante la spermatogenesi, oltre a regolare
I’espressione genica, sembrerebbe legato alla necessita di organizzare adeguatamente la
struttura cromatinica per le crescenti e nuove esigenze dei processi meiotici e
spermiogenetici. Infatti recenti studi hanno dimostrato che topi knock-out per per un tipo di
DNA metil-transferasi sono sterili in quanto non riescono a terminare la meiosi. (5).

Il meccanismo della metilazione ¢ strettamente legato al ben noto fenomeno dell” imprinting
genomico in cui alcuni geni vengono espressi quando ereditati o per via paterna o per via
materna. La metilazione del DNA rappresenta infatti quel meccanismo che, inattivando
I’espressione di quel determinato allele in uno dei due sessi, lo fa esprimere solo se questo ¢
stato ereditato dal sesso opposto. Tale fenomeno pertanto, altro non ¢ che un meccanismo di
regolazione genica (che riguarda centinaio di geni noti) che serve a “bilanciare” il grado di
attivita di geni paterni ¢ materni durante lo sviluppo embrionale. L’ imprinting genomico,
pertanto, rende peculiari alcune malattie che risultano quindi ereditati solo se la mutazione
occorre sul gene paterno o materno. Il fenomeno dell’imprinting ¢ stato scoperto grazie allo
studio condotto fatto in due particolari sindromi: la sindrome di Angelman e sindrome di
Prader-Willi. Queste, seppur causate dalla mutazione dello stesso gene, presentano degli
effetti diversi a seconda che questo sia stato ereditato dal padre o dalla madre.

Un’altra interessante patologia da alterato imprinting, la sindrome di Beckwith-
Wiedemann, caratterizzata da macrosomia fetale, macroglossia, visceromegalia, ipoglicemie
e aumentato rischio di sviluppare neoplasie, ¢ stata recentemente oggetto di in intenso
dibattito in quanto la sua incidenza ¢ superiore in bambini nati con tecniche di PMA (3). Il
motivo di tale riscontro ancora sfugge ad una completa spiegazione € non pud essere
ricondotto unicamente all’ormai dimostrato incremento di metilazione in bambini nati con
tecniche di PMA rispetto a quelli nati per via naturale (6).

Studi recenti hanno dimostrato chiaramente che alterazioni dell’imprinting genomico sono
correlati ad un’alterata spermatogenesi (7).

Infatti un’anomala metilazione del DNA genomico, pari a circa il 14,4% dei geni paterni, ¢
associata con la presenza di oligo- o oligo-astenoterazoospermia (8). Inoltre, in spermatozoi
di uomini oligozoospermici, la presenza di ipermetilazione in geni materni diversi o


https://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Siti_CpG&action=edit&redlink=1
https://it.wikipedia.org/wiki/Citosina
https://it.wikipedia.org/wiki/Guanina

I’ipometilazione dell” allele 19, ¢ risultata aumentata, in particolare in pazienti con meno di
10 milioni/ml di spermatozoi (8).

Pacheco et al (9) ha inoltre dimostrato che un ipometilazione del DNA, possibile causa di
un’alterata compattazione della cromatina, pud essere responsabile di diversi casi di
astenozoospermia.

Markers di metilazione del DNA sono stati rilevati in spermatogoni; pertanto alcune
metilazioni anomale del DNA potrebbero esser dovute ad alterate ri-metilazioni in
spermatogoni o ad alterato mantenimento delle metilazioni in spermatociti, spermatidi o
spermatozoi. Infine un’alterata metilazione del DNA puo essere associata ad anormale
attivazione di DNMTs (10).

Tuttavia, anche se le alterazioni della metilazione nell’imprinting genomico sono stati
osservati piu frequentemente negli uomini con oligo- od oligo-asteno-terato-zoospermia, resta
ancora da chiarire se i difetti di metilazione dei geni influenzi i processi di sviluppo e di
crescita dei nati tramite tecniche di PMA. D’altronde, visto che modificazioni epigenetiche
sono di certo un fattore chiave per la maturazione degli spermatozoi e che i bambini nati con
tecniche di PMA presentano alterati livelli di metilazione se paragonati a bambini nati con
fecondazione naturale, ¢ ragionevole pensare che le tipiche complicanze delle tecniche di
PMA (basso peso alla nascita, parto prematuro, aumento del tasso della mortalita perinatale e
complicanze durante la gravidanza) possano essere associate ad alterazioni epigenetiche
tipiche di molti maschi infertili (11,12). E stato infatti dimostrato che embrioni ottenuti da
pazienti con ipospermatogenesi € quasi completa ipometilazione a carico dell’allele 19 dopo
esseri sottoposti a tecniche di PMA presentavano tutti un arresto dello sviluppo (12). Inoltre,
pazienti con oligo-asteno-terato-zoospermia e parziale ipometilazione sempre dell’allele 19
mostrano un tasso di fecondazione ridotta dopo ICSI. Zheng et al., in uno studio condotto su
neonati tramite ICSI affetti da basso peso alla nascita, ha dimostrato la presenza di un’
ipermetilazione del gene MEST (mesoderm specific transcript gene, imprintato ed espresso
preferenzialmente dall’allele paterno e con un importante ruolo nello sviluppo) in uno dei
neonati inclusi nello studio (13).

Infine anche se diversi fattori ambientali e stili di vita (fumo, obesita, inquinanti ambientali,
radiazioni, antiandrogeni, ecc.) sono stati associati ad alterata metilazione spermatica, ancora
poche sono le evidenze in merito e saranno necessari ulteriori studi per chiarirne 1
meccanismi.

In conclusione, la metilazione del DNA ¢ stata strettamente associata con infertilita maschile
e ridotto outcome riproduttivo in tecniche di PMA, anche se gli intimi meccanismi devono
essere ancora chiariti. Anche se gli studi su tali meccanismi sono ancora in fase iniziale e
molte sono le domande che restano aperte, ¢ certo che tali studi, specie nei pazienti in cui 1
classici test sul DNA spermatico non riescono ad evidenziare nulla di significativo,
dovrebbero essere inseriti tra le tecniche di studio dello spermatozoo nel maschio infertile.
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La prima definizione di Stress Ossidativo risale al 1985 ad opera di Sies H. che cosi lo descrive come
un’alterazione dell’equilibrio tra fattori pro- e anti- ossidanti in favore dei primi che puo
determinare un potenziale danno (Sies H, 1985).

Il termine stress ossidativo identifica, quindi, una condizione patologica causata dalla perdita del
fisiologico equilibrio fra la produzione e I'eliminazione di specie chimiche ossidanti. Le specie
ossidanti sono prodotti della normale attivita metabolica ed a concentrazione fisiologica, svolgono
importantissime funzioni a livello cellulare e sistemico.

In condizioni fisiologiche la cellula mantiene al suo interno uno stato riducente grazie ad un
bagaglio di enzimi e molecole che controbilanciano la produzione di ROS. Se la generazione di ROS
eccede le capacita antiossidanti della cellula stessa, o si verifica una diminuzione dei meccanismi di
detossificazione, si viene ad instaurare una nuova condizione che prende appunto il nome di stress
ossidativo (Turner and Lysiak, 2008). Questa condizione sembra giocare un ruolo di primaria
importanza in numerose patologie e pud provocare effetti tossici attraverso la produzione di
specie chimiche reattive che danneggiano le componenti della cellula, incluse proteine, lipidi ed
acidi nucleici (Mancuso et al., 2010). Pertanto, livelli non fisiologici di ROS sono deleteri per le
cellule ed in particolare per gli spermatozoi che sono tra le cellule piu sensibili allo stress
ossidativo.

L'eccessiva quantita di ROS, pud essere causa di alterazioni strutturali e funzionali dello
spermatozoo, poiché la loro presenza in eccesso contribuisce alla perossidazione dei lipidi di
membrana, all’ossidazione delle proteine e al danneggiamento del DNA.

Sappiamo che ad oggi, lo stress ossidativo & stato identificato come una delle possibili cause
d’infertilita idiopatica: in uno studio in vivo condotto da Pasqualotto, & stato dimostrato che
uomini con infertilita idiopatica presentano livelli significativamente piu alti di ROS ed un ridotto
potere antiossidante, confrontati con pazienti fertili (Pasqualotto et al., 2001).

Diversi studi in letteratura riportano che l'uso di antiossidanti, in uomini infertili, potrebbe
migliorare sia la qualita spermatica che i tassi di gravidanze (Ross et al., 2010).

Poiche I'analisi diretta dei ROS & estremamente difficile a causa della loro elevata reattivita e
breve emivita, lo studio dello stress ossidativo si avvale principalmente di metodi in grado di
rilevare le alterazioni da essi indotte su proteine, lipidi e DNA.

La comprensione del danno ossidativo a livello degli acidi nucleici si deve a Mecocci e coll. che, nel
1993, hanno studiato I'ossidazione di specifiche basi del DNA (Lovell et al., 2007). Un buon
marcatore biologico di stress ossidativo a livello del DNA e rappresentato dall’8-idrossi-2’-
deossiguanosina (8-OHdG). La deossiguanosina (dG) & uno dei costituenti del DNA e se ossidata si
trasforma in 8-OHdG. L’analita viene tagliato da enzimi, le endonucleasi, del sistema di riparazione
del DNA. Se il DNA non venisse correttamente riparato prima del meccanismo di replicazione, la
presenza dell’ 8-OHdG condurrebbe alla trasversione da G:C a T:A, mutagenesi o morte cellulare
(Shen et al., 2006).



Numerose tecniche analitiche, in questi ultimi anni, sono state utilizzate per sviluppare metodi di
guantificazione, tra cui l'elettroforesi capillare con detector elettrochimico ed il metodo
immunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay).

Tuttavia, questi metodi sono attualmente criticati perché responsabili della possibile formazione
spontanea di 8-OHdG durante la fase di estrazione / digestione del DNA degli spermatozoi
(Badouard et al. 2008). Recentemente, sono state riportate tecniche emergenti per rivelare 8-
OHdG, che impiegano anticorpi (Kao et al. 2008) o proteine leganti (De luliis et al., 2009, Zribi et al.
2010).

In un recente studio (Cambi M et al. 2013), in particolare, sono stati confrontati due metodi per
rilevare 8-OHdG a livello delle cellule spermatiche: I’'OxyDNA Kit e tecniche di immunocitochimica.
L’OxyDNA kit & basato sull’utilizzo di una sonda fluorescente coniugata a FITC di legame a 8-OHdG;
la fluorescenza pud essere monitorata sia tramite microscopia a fluorescenza che citometria a
flusso (eccitazione 495 nm, emissione 515 nm). La procedura di immunocitochimica si avvale,
invece, dell’utilizzo di anticorpi monoclonali diretti contro una sequenza di 8-OHdG.

Pertanto la rivelazione di 8-OHdG a livello spermatico, insieme ad altre metodiche di analisi del
liguido seminale, utilizzate di routine, potrebbe fornire ulteriori informazioni sulla fertilita
maschile.
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Valutazione dei telomeri degli spermatozoi

La replicazione semi-conservativa del DNA comporta un progressivo accorciamento delle
estremita cromosomiche, negli organismi con cromosomi lineari, € rappresenta pertanto una
potenziale causa di perdita di materiale genetico. Nella specie umana, le estremita
cromosomiche di DNA, dette “telomeri”, sono formate da filamenti a doppia elica di 5-20
kilobasi caratterizzate dalla ripetizione di sequenze 5'-TTAGGG-3'/3'CCCTAA-5" che
terminano in una coda 3’ di 50-300 basi a singolo filamento ricca di basi G .

L’integrita dei telomeri ha un ruolo chiave nella stabilitd cromosomica e rappresenta un
importante check-point nel controllo della proliferazione cellulare; di conseguenza si tratta di
un fattore chiave in processi biologici quali la senescenza o la crescita neoplastica.

Il mantenimento dei telomeri ¢ affidato a meccanismi complessi non del tutto chiariti; uno di
essi ¢ rappresentato dall’attivita dell’enzima telomerasi. Si tratta di un complesso proteico
con diversi regolatori e cofattori dotato di attivita di retrotrascrizione.

I telomeri degli spermatozoi presentano una importante peculiaritd rispetto alle cellule
somatiche: non subiscono accorciamento con 1’avanzare dell’eta per assicurare I’integrita del
materiale genetico trasmesso alla prole.

Lo studio della correlazione tra lunghezza dei telomeri e potenziale di fertilita rappresenta un
obiettivo attuale della medicina della riproduzione che tuttavia ha fornito, ad oggi, risultati
contrastanti soprattutto sulla relazione tra lunghezza dei telomeri, ploidia e frammentazione
del DNA. E’ interessante notare come, secondo alcuni autori, esista una correlazione positiva
tra lunghezza dei telomeri e quantita di spermatozoi prodotti (Ferlin et al., 2013, Yang et al.,
2015, Cariati et al., 2016); in particolare, la condizione di oligospermia sarebbe associata a
telomeri particolarmente corti.

Per quanto riguarda le tecniche di PMA, secondo un recente studio preliminare (Cariati et al.,
2016), sarebbe molto ridotta, o nulla, la probabilita di ottenere una gravidanza in seguito a
fecondazione in vitro in soggetti caratterizzati da spermatozoi con telomeri particolarmente
lunghi o particolarmente corti. In precedenza era stato evidenziato che la lunghezza dei
telomeri degli spermatozoi fosse correlabile con la qualita degli embrioni ottenuti in vitro, pur
non essendo predittiva del tasso di gravidanza (Yang et al., 2015).

Queste osservazioni suscitano interesse per una possibile applicazione clinica dello studio
della lunghezza dei telomeri nel percorso diagnostico e terapeutico del maschio infertile.

Allo stato attuale non esistono sufficienti evidenze per suggerire 1’uso routinario di questo
tipo di indagine, che rappresenta tuttavia un innovativo strumento per I’analisi genetica del
gamete maschile (principalmente insieme a integrita del DNA e aneuploidie).

Lo studio della lunghezza dei telomeri presenta il vantaggio di essere semplice, economico e
ripetibile basandosi generalmente su un saggio di PCR quantitativa (Cawthon 2002, Ferlin et
al., 2013) da applicare con primer telomerici specifici al DNA degli spermatozoi dopo
opportuna estrazione. Il risultato sara riferito alla lunghezza media dei telomeri per pool di



spermatozoi utilizzati . Per aumentare 1’accuratezza dell’analisi, la normalizzazione deve
avvenire preferibilmente rispetto a un gene in singola copia.

Il valore diagnostico della lunghezza dei telomeri negli spermatozoi rimane ancora da
validare. I dati presenti in letteratura rappresentano un importante bagaglio di conoscenze
utili per disegnare e condurre appropriati studi clinici che possano evidenziare un ruolo nella
diagnostica o nel trattamento dell’infertilita.
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Le rotture a doppia elica del DNA possono essere predittive dell'outcome riproduttivo

La formazione e maturazione degli spermatozoi nei mammiferi avviene attraverso un delicato e
continuo processo, conservato attraverso le specie e di fondamentale importanza per la fertilita del
maschio, chiamato spermatogenesi. Al fine di garantire una totale protezione del genoma paterno
fino al momento della fecondazione, durante la spermatogenesi, il DNA spermatico subisce un
ulteriore impacchettamento (packing) che prevede la sostituzione degli istoni con delle proteine piu
basiche, le protamine (1). Questo processo ¢ molto delicato infatti durante il packing si possono
verificare errori che, assieme ad altri fattori esterni come radicali liberi, radioterapia, chemioterapia,
infezioni e stile di vita, possono danneggiare seriamente il DNA degli spermatozoi
compromettendone la capacita fecondante e di conseguenza la fertilita dell’individuo (2,3). Negli
anni percio ¢ emersa la necessita di analizzare il nucleo dello spermatozoo soprattutto in pazienti
con infertilita idiopatica e a tal fine sono stati introdotti numerosi test che, sia direttamente, come il
Comet (single-cell gel electrophoresis assay) e il TUNEL (terminal deoxynucleotidyltransferase-
mediated 2’-deoxyuridine 5’-triphosphate (dUTP)-nick end-labeling test) che indirettamente, come
I’AO (Acridine Orange), SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) il test dell’ Anilina e il test della

condensazione, sono in grado di fornire informazioni sullo stato del DNA (4,5) (Tab 1.).

Studio funzionale dello spermatozoo

Test Oggetto di valutazione Significato clinico

e
- Potenziale di membrana mitocondriale WXt b Lo
-1

Arancio di Stress ossidativo e alterazione del
acridina Eterogeneita cromatinica meccanismi di riparazione del DNA

TUNEL Frammentazione del DNA nucleare Necrosi e apoptaosi in fase avanzata

COMET Frammentazione del DNA nucleare Necrosi e apoptosi in fase avanzata
Protaminazione del DNA nucleare Alterazione dei processi di
maturazione nucleare
(LT EUEEVL G Condensazione nucleare Alterazione dei processi di
nucleare condensazione nucleare

Tab 1. Tabella riassuntiva dei test funzionali degli spermatozoi.




Attualmente 1’attenzione si sta focalizzando sempre di piu sull’entita e sul tipo di rottura del DNA
spermatico, che sembra essere predittivo ai fini della fecondazione. Lavori recenti, infatti,
dimostrano che, anche se 1’oocita ¢ in grado di riparare piu facilmente le DSBs (double strand
breaks) piuttosto che le SSB (single strand breaks) del DNA paterno (6,7) la permanenza delle
rotture a doppia elica durante il processo di fertilizzazione pud essere responsabile di alterazioni
genetiche e interruzioni dello sviluppo embrionale (8). A tal fine si ¢ reso necessario sviluppare un
metodo sensibile ed affidabile in grado di valutare le DSBs negli spermatozoi di pazienti infertili.
Recentemente sulle cellule somatiche ¢ stato applicato un nuovo test in grado di analizzare
esclusivamente le rotture a doppia elica del DNA attraverso I’analisi diretta della forma fosforilata
della variante istonica H2AX. Per capire la dinamica di questo test dobbiamo rifarci
all’organizzazione del DNA all’interno di una cellula. La sistemazione di 2 m di DNA in 10
millimetri di nucleo di una cellula somatica ¢ resa possibile grazie alla sua organizzazione in
cromatina. L'unita di base della cromatina, chiamata nucleosoma, si compone di 147 paia di basi di
DNA, avvolto intorno ad un ottamero che ¢ separato dal successivo da una regione linker di
lunghezza variabile (20-80 bp) ed ¢ costituito da quattro piccole unita proteiche, H2A, H2B, H3

H4, chiamate istoni e presenti in coppia.

Ciascun istone presenta due code, una N-terminale che si estende al di fuori del nucleosoma (NH2-)
e una carbossi terminale (COOH-), che funzionano come target per modificazioni post trascrizionali
(fosforilazione, acetilazione, metilazione, e ubiquitinazione). Oltre ai quattro tipi di istoni la cui
natura € quasi esclusivamente strutturale ne esistono altri con diversi ruoli chiamati varianti
istoniche, presenti in una piccola percentuale al livello del genoma, e che differiscono per piccole

sequenze amminoacidiche nella loro struttura.

COMPLESSO PROTEICO COSTITUITG.
DA DUE MOLECOLE DEGLI ISTONI
H2AH2B,H3,H4,

|
TOTALE DI OTTO PROTEINE ISTONICHE
£ DNA A DOPPIO FILAMENTO,

ALLA STRUTTURA OTTAMERICA IL DNA
A DOPPIA ELICA S| AYWOLGE DI 1,65
GIRI IN SENSQ SINISTROSO.

Fig 1.

Organizzazione del DNA nella cromatina. Centoquarantasette paia di basi di DNA sono avvolti intorno ad un

nucleosoma composto da otto proteine istoniche (due dimeri H2A/H2B e due dimeri H3/H4).


https://it.wikipedia.org/wiki/N-terminale

Negli ultimi anni 1’attenzione si ¢ focalizzata sulla variante H2AX dell’istone H2A e in particolare
sulla sua forma fosforilata YH2AX. H2AX ¢ un istone molto frequente nel genoma eucariotico ¢ la
sua funzione ¢ implicata nella riparazione del DNA, specie nel danno indotto da radiazioni. Infatti
in caso di DSBs viene fosforilato 1'istone H2AX piu vicino al sito di rottura fungendo da segnale per

richiamare in loco tutte le proteine e gli enzimi necessari alla riparazione del genoma.

Recenti studi hanno evidenziato che la fosforilazione di questo istone avviene grazie all’ intervento
di proteine di riparazione richiamate dal sistema di difesa cellulare nel momento in cui il DNA
subisce una rottura a doppia elica. Questa reazione a catena, che vede coinvolte molte proteine
appartenenti alla famiglia della phosphoinositide 3-kinase (PIKK) come per esempio Ataxia
Telangiectasia Mutated (ATM), Ataxia Telangiectasia ¢ Rad3 (ATR), si conclude con la
fosforilazione della Serina 139 posizionata presso la porzione carbossilica dell’istone H2AX,

generando cosi la forma fosorilata YH2AX (9).

DNA-PK

L huchecmome (with HZAX) P Fhosgrare ssastum ® utepin

Fig 2.

La fosforilazione di H2AX viene effettuata dai membri della fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3KK) famiglia che include
ATM, ATR, e PK DNA. La chinasi ATM ¢ attivata, a monte dal legame del complesso Mrel1l / Rad50 / Nbs1 al punto di
rottura del DNA.

Da Andrea Kinner, et al., 2008 (10)



Grazie all’ utilizzo di un anticorpo anti YH2AX ¢ stato possibile, quindi, individuare e analizzare
specificatamente le DSBs delle cellule somatiche (10-11-12). Negli spermatozoi maturi la
sostituzione degli istoni con le protamine non ¢ completa; infatti una piccola frazione del DNA,
circa il 15%, rimane legata agli istoni; tra questi ¢ presente la variante istonica H2AX (13-15) grazie
alla quale ¢ stato possibile studiare il danno specifico a doppia elica anche negli spermatozoi. Una
aumentata presenza di YH2AX ¢ stata infatti dimostrata in spermatozoi maturi dopo esposizione a
stress ossidativo mediante incubazioni in H>O o con agenti mutageni come 1’ Adriamicina (16,17).
In questi studi la frammentazione ¢ stata valutata in parallelo con YH2AX e COMET test:

quest’ultimo pero si ¢ dimostrato meno sensibile rispetto al primo.
DISCUSSIONE

Attualmente sono disponibili numerosi test per lo studio del nucleo spermatico, ma manca un esame
specifico per determinare e quantificare la presenza di rotture a doppia elica sul filamento di DNA.
A questo scopo, la valutazione della fosforilazione dell’istone H2AX ¢ stata proposta recentemente
come test diagnostico sulle cellule somatiche (11). Essendo questa variante istonica presente anche
negli spermatozoi, il test ¢ stato utilizzato per la valutazione delle rotture a doppia elica del DNA
spermatico. Da studi recenti ¢ emerso che I’analisi della frammentazione del DNA mediante
anticorpo anti- YH2AX negli spermatozoi sembra essere piu predittiva del successo riproduttivo
rispetto ad altri test percio pud essere considerato come piu specifico e sensibile per predire il
successo di ICSI in pazienti infertili. Pertanto, in futuro, I'analisi della fosforilazione dell'istone
H2AX potra essere presa in considerazione come strumento predittivo per la fertilita naturale e
assistita e per valutare l'efficacia della terapia nel trattamento dell'infertilita maschile.
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MOTILITA IPERATTIVATA/IPERMOTILITA ED

UTILIZZO DEI SISTEMI CASA

La motilita progressiva ¢ una caratteristica funzionale degli spermatozoi umani che regola la loro
capacita di migrare attraverso il muco cervicale, risalire attraverso i differenti distretti dell’apparato

riproduttivo femminile, penetrare la zona pellucida ed in ultima analisi fecondare 1'ovocita.

La motilita iperattivata ¢ una proprieta specifica acquisita dagli spermatozoi lungo il processo di
capacitazione che li rende in grado di essere “fecondanti”. La possibilita che uno spermatozoo
motile sia ipermotile ¢ un passaggio cruciale perché lo stesso possa fecondare 1’ovocita. Questa
caratteristica dipende prevalentemente dalla concentrazione di calcio intracellulare e dai livelli di

cAMP .

Quando si applicano le differenti tecniche di riproduzione assistita, a prescindere dal livello di
complessita delle stesse, la capacitazione avviene artificialmente in laboratorio, generalmente
ricorrendo a centrifugazioni su gradiente di densitd o a separazione per migrazione in base ai

parametri del campione seminale di partenza.

Tuttavia nella sospensione di nemaspermi ottenuti non ¢ sempre facile discriminare tra le forme

mobili che abbiano le caratteristiche di ipermotilita attese.

Utilizzando il sistema piu comune di analisi computerizzato dello sperma (Computer-aided Sperm
Analysis, acronimo CASA), € possibile I'esecuzione di valutazioni affidabili delle caratteristiche del
movimento degli spermatozoi ("cinematica") nel liquido seminale. Il protocollo puo essere
utilizzato anche con sospensioni di spermatozoi lavati in cui € possibile discriminare tra percentuali
di spermatozoi mobili e progressivamente mobili. Utilizzando la tecnologia CASA ¢ anche
possibile identificare biologicamente, e quindi clinicamente, importanti sottopopolazioni di

spermatozoi - ad esempio quelli con buone caratteristiche di iperattivazione.

La tecnologia computer-aided per 1’analisi dello sperma (CASA) ¢ stato sviluppato alla fine del
1980 per analizzare caratteristiche di movimento degli spermatozoi ed ha avuto molto successo
nell’ampliare questo campo di ricerca. CASA ¢ stato utilizzato anche con successo per la misura di
caratteristiche del liquido seminale come la concentrazione di spermatozoi e le proporzioni relative
di motilitd progressiva in molte specie animali trovando vasta applicazione nei laboratori di

produzione di animali domestici e di tossicologia riproduttiva. Tuttavia, 1 tentativi di utilizzare



CASA per l'analisi del seme in ambito clinico sull’'umano hanno incontrato scarso successo a causa
delle difficolta intrinseche presentate dall’analisi di molti campioni di sperma umano e dovuti
prevalentemente ad aggregazioni e detriti che, fino ad ora, hanno precluso un’accurata analisi di
immagine digitale. Inoltre in ambito clinico diagnostico la condizione seminale di base ¢ favorevole
ad una conta e valutazione della motilita di tipo computerizzato mentre in ambito di riproduzione
assistita i parametri del campione sono spesso cosi alterati da sfuggire alla standardizzazione tipica

degli algoritmi e necessitare di una valutazione microscopica accurata.

Nonostante 1’analisi del liquido seminale attraverso I’utilizzo del CASA si siano evoluti nel corso di
circa 30 anni sia attraverso i progressi dei dispositivi per catturare I'immagine dal microscopio che
con I’aumento sorprendente delle potenzialita di calcolo dei sistemi informatici e dei software
applicativi, i concetti di base per valutare gli spermatozoi ed i loro schemi di movimento sono
cambiati ben poco. Ogni sistema commercializzato ¢ differente ma i principi costitutivi
sostanzialmente non lo sono. I moderni sistemi CASA possono visualizzare automaticamente piu
campi in una camera registrando il numero contemporaneo ed il movimento da 500 fino ad oltre
2000 spermatozoi, catturando fino a 50/60 fotogrammi al secondo. Quando la metodologia ¢
accuratamente convalidata, gli attuali sistemi CASA forniscono, specialmente in ambito
riproduttivo veterinario, informazioni importanti per la garanzia della qualita dello sperma previste
dal marketing, tuttavia nella routine clinica di un laboratorio di fecondazione assistita le possibilita

predittive dell’analisi computerizzata restano limitate.

Tra 1 vari gruppi che si sono dedicati alla valutazione dell’applicazione dei sistemi CASA, uno dei
maggiori risulta quello di David e Sharon Mortimer. Nel piu completo degli studi condotti, gli
autori hanno analizzato le funzionalita migliorate di due piattaforme CASA moderni (Hamilton
Thorne CASA-II e Microptic SCA6) e preso in considerazione le loro applicazioni attuali e future,
con particolare riferimento all'utilizzo di questa tecnologia per valutazioni di tipo funzionale

piuttosto che semplici caratteristiche descrittive degli spermatozoi.

Chiaramente in una camera di conta le condizioni di studio del movimento degli spermatozoi sono
un compromesso poiché gli spermatozoi sono osservati in situazioni ben diverse da qualsiasi altra
incontreranno in vivo. In particolare la sospensione viene visualizzato in una camera di conta in cui
1 nemaspermi nuotano diversamente a seconda che si trovino nella porzione centrale o vicino
all’interfaccia aria/sospensione. Le leggi dell'ottica impongono una profondita minima di campo in
cui un spermatozoo oggetto di osservazione puo essere rilevato nel suo movimento pertanto sono
necessari sistemi sofisticati in grado di rilevare il movimento degli spermatozoi in tre dimensioni.

Tuttavia ¢ improbabile che il passaggio dagli attuali approcci disponibili alla misurazione del



movimento degli spermatozoi in una camera di conta piu adeguata possa migliorare o sostituire il

processo decisionale sulla scelta della tecnica di riproduzione assistita da applicare.

Alcuni studi hanno suggerito che I’analisi del liquido seminale attraverso il CASA, in funzione
delle relative caratteristiche di concentrazione e ipermotilita, identificata come sottopopolazione
degli spermatozoi mobili, siano legati ai tassi di fecondazione in vitro. Tuttavia, ¢ stato anche
suggerito che il maggior numero di parametri di motilita valutati da CASA non implica

necessariamente una maggiore precisione nel predire la fertilita.

Gli studi effettuati si sono prevalentemente focalizzati sui tassi di fecondazione di ovociti in cicli di
fecondazione in vitro prodotti utilizzando spermatozoi di cui fosse stata valutata tramite CASA la
tipologia di movimento dopo selezione con swim-up. I risultati in piccole coorti di pazienti indicano
correlazioni significative tra i tassi di fecondazioni e le stime CASA soprattutto per i parametri che
riguardano I’ampiezza dello spostamento laterale della testa (AHL), la velocita curvilinea (VCL), la
velocita in linea retta (VSL), la velocita media di percorso (VAP) ed in particolare il movimento
rapido. Tuttavia mancano studi solidi che correlino i tassi di fecondazione all’outcome del
trattamento e soprattutto resta la problematica della valutazione “a campione” della sospensione di

nemaspermi in quanto 1’aliquota utilizzata per I’inseminazione non ¢ mai la medesima analizzata.

La letteratura evidenzia inoltre che, benché nella routine della diagnostica clinica il CASA abbia
trovato vasta applicazione, tuttavia gli operatori dei laboratori hanno una conoscenza relativa sui
principi di funzionamento del CASA, i fattori che ne influenzano 1’attendibilita e di conseguenza la
necessita formativa. Questi fattori, uniti alla mancanza di un controllo interno adeguato possono
risultare in differenze interpretative anche molto grandi fra differenti laboratori. Pertanto in ambito
clinico I’utilizzo dei sistemi CASA non puo prescindere dalla standardizzazione e dal controllo di

qualita.
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2. Valutazione di alcune funzioni spermatiche in aggiunta ai parametri dello spermiogramma

Le funzioni spermatiche necessarie per una corretta fecondazione dell’ovocita sono numerose e vanno
dalla motilita iperattivata, necessaria per la penetrazione del cumulo ooforo, al processo di fusione con
I'oolemma (Fig. 1)
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Figura 1: | vari step del processo di fecondazione

Difetti delle funzioni dello spermatozoo che impediscano la realizzazione di uno solo di questi step
provocheranno la mancata fertilizzazione dell’ovocita. Negli anni sono stati sviluppati dei test in grado di
studiare la capacita degli spermatozoi di oltrepassare ciascuno di questi step, al fine di identificare il o i
difetti spermatici dei soggetti con bassa o nulla capacita fecondante. L’avvento della tecnica ICSI, che
oltrepassa tutti gli step della fecondazione, ha fatto cadere in disuso questi }test\[EBn.

a. motilita iperattivata (de santis)

b. Capacitazione. Come & noto, lo spermatozoo appena eiaculato ha una limitata capacita fecondante in
guanto deve andare incontro ad una serie di complesse modificazioni che riguardano I'assetto della
membrana citoplasmatica e I'attivazione di vie di segnalazione intracitoplasmatiche note collettivamente
come processo di capacitazione. Tale processo avviene durante I'attraversamento delle vie genitali
femminili nel caso della fecondazione naturale ma puo anche essere ottenuto in vitro in appositi mezzi di
coltura ed & necessario per preparare lo spermatozoo a rispondere agli stimoli che inducono la reazione
acrosomiale e per I'ottenimento della motilita iperattivata. Il processo di capacitazione avviene sotto una
complicata regolazione di vari fattori (per una trattazione completa e aggiornata sul processo di
capacitazione si veda Jin and Yang 2016). Gli studi in vitro hanno evidenziato I’attivazione di numerose vie
di segnalazione ma certamente, tra queste, le piu importanti riguardano I'incremento intracitoplasmatico
della concentrazione dello ione calcio, la rimozione di colesterolo dalle membrane (che avviene grazie alla
presenza di proteine nel mezzo di coltura quale I'albumina e che rende piu fluida la membrana stessa



preparandola all’evento di fusione con la membrana acrosomiale durante la reazione acrosomiale) e
I'attivazione, ad opera del bicarbonato, dell’adenilato ciclasi solubile presente negli spermatozoi, che
aumentando la concentrazione dell’AMPc favorisce una serie di processi che porta ad un incremento della
fosforilazione di alcune proteine della coda. Appare chiaro che il completamento del processo di
capacitazione & necessario per la fecondazione, in vivo ed in vitro, dell’ovocita.

La capacitazione puo essere studiata in vitro con vari metodi, di cui il piu usato e il test CTC
(chlortetracycline), che prevede, dopo capacitazione degli spermatozoi in un mezzo capacitante a 37°C, una
colorazione con CTC fluorescente (Green et al., 1994) e la rivelazione al microscopio a fluorescenza della
percentuale di spermatozoi che presentano i tre diversi pattern di colorazione, ovvero pattern F
(fluorescenza diffusa su tutta la testa dello spermatozoo) tipico degli spermatozoi appena eiaculati non
capacitati, pattern B (fluorescenza limitata alla regione acrosomiale) tipica degli spermatozoi capacitati e
pattern AR (fluorescenza limitata al segmente equatoriale) indicativo dell’avvenuta reazione acrosomiale.
La percentuale di spermatozoi con pattern B sara dunque indicativa degli spermatozoi in cui € avvenuta la
capacitazione.

Da notare che la ditta Androvia Life Science sta sviluppando un test (Cap-ScoreTM Sperm Function Test, che
dovrebbe essere in commercio a breve come kit) che valuta la capacitazione degli spermatozoi basandosi
sul pattern di localizzazione del ganglioside GM1 mediante |'uso di anticorpi. Tale test e di facile uso e
replicabile. | primi risultati sono stati presentati durante il congresso ASA 2016 (Travis et al, 2016a e b) e gli
studi, ancora preliminari e in corso di pubblicazione, dimostrerebbero risultati anomali del test in circa il
50% dei pazienti infertili che presentano parametri seminali nella norma e che pertanto il test e di aiuto
nella “decision making” riguardo il test PMA piu appropriato da adottare. In particolare il test sembra
essere particolarmente utile per evitare cicli U, in quanto predice il mancato successo con questa tecnica.

[EB2]

c. reazione acrosomiale. La reazione acrosomiale (RA) & I’evento che permette la liberazione all’esterno del
contenuto della vescicola acrosomiale permettendo I'attraversamento dei rivestimenti oocitari. Si &
discusso a lungo su quale possa essere la sede reale dove la reazione acrosomiale avvenga e su quale sia il
reale stimolo, tra i tanti conosciuti, a indurre la RA nello spermatozoo che effettivamente fertilizza I'ovocita.
Studi recenti effettuati in vivo ed in vitro utilizzando spermatozoi di topo ingegnerizzati in modo da poterli
seguire nel loro percorso sia durante la fertilizzazione dell’ovocita in vitro che nelle vie genitali femminili,
hanno dimostrato che la RA avviene comunque prima del raggiungimento della zona pellucida (Jin et al,
2011) e pertanto verosimilmente in risposta ad un induttore presente nel cumulo ooforo e comunque nel
fluido tubarico in prossimita del sito di fecondazione. Il candidato piu accreditato a svolgere quest’azione e
il progesterone (Baldi et al, 2009), ormone femminile noto per la sua capacita di indurre la RA, le cui
concentrazioni diventano elevatissime (circa micromolari) sia nel cumulo ooforo che nel fluido tubarico nel
periodo ovulatorio. Poiché & noto dalla letteratura che solo gli spermatozoi reatti riescono a fecondare
I'ovocita in vitro (Jin et al, 2011) appare chiaro che la valutazione della RA rappresenta un possibile test di
valutazione delle funzioni spermatiche. Infatti numerosi lavori dimostrano che la responsivita al
progesterone correla con la capacita fertilizzante in vitro (es: Krausz et al, 1996). Prima della ICSI, molti
laboratori utilizzavano questo test di responsivita al progesterone per valutare la capacita fertilizzante degli
spermatozoi, che & poi caduto in disuso. Dopo la selezione degli spermatozoi mobili mediante swim up o
gradiente di densita, gli spermatozoi vengono stimolati con il progesterone per circa un’ora. Oltre alla
metodica sopra descritta che utilizza la CTC fluorescente, la RA pud essere rivelata utilizzando lectina
fluorescente (FITC-Peanut lectin) che si lega alla membrane degli spermatozoi e che quindi evidenzia
I"'acrosoma negli spermatozoi non reatti e il solo segmento equatoriale in quelli reatti, o con altri reagenti



(come la concanavalina A e il soybean trypsin inhibitor) che marcano gli spermatozoi reatti (legandosi alla
membrana acrosomiale interna). E’ possibile anche utilizzare anticorpi in grado di legarsi alla membrana e
rivelare gli spermatozoi reatti e non mediante microscopia a fluorescenza o citometria a flusso.

d. hemizona assay. E’ il test che meglio correla e predice la capacita fertilizzante dello spermatozoo.
Tuttavia la sua esecuzione e fortemente dipendente dalla disponibilita di ovociti, che vengono tagliati in
due emizone poi messe a contatto con gli spermatozoi di un soggetto di controllo e con quelli del soggetto
di cui si vuole studiare la capacita fertilizzante (Franken et al, 1998). Recentemente un gruppo australiano
(Liu et al, 2007) ha messo a punto una tecnica che permette di valutare il legame alla zona pellucida degli
ovociti e “recuperare” gli ovociti per un nuovo test (vedi Figura 2) ovviando alla ridotta disponibilita di
ovociti:
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Figura 2: rappresentazione schematica del test di valutazione di interazione spermatozoi-ovociti sviluppata
da Liu et al (2007).

e. fusione spermatozoo-oolemma. Il processo di fusione tra la membrana ovocitaria e quella dello
spermatozoo rappresenta |'ultimo, importantissimo, step del processo di fecondazione. Oggi € noto che
I'interazione tra le due membrane avviene mediante un meccanismo recettoriale che coinvolge la proteina
izumo sullo spermatozoo e juno sull’ovocita (Aydin et al, 2016; Ohto et al, 2016 ). La capacita dello
spermatozoo di fondersi e di penetrare gli ovociti puo essere studiata mediante I’'hamster egg penetration
test (HEPT) che presenta un’elevata capacita predittiva (circa 80%) della capacita ferftilizzante in IVF (Ford
et al, 2001). Il test utilizza ovociti di hamster denudati della zona pellucida che vengono messi in contato
con gli spermatozoi e vengono poi contati quelli penetrati e decondensati all'interno del citoplasma degli
ovociti.

f. legame all’acido ialuronico (selezione dei gameti maturi, che presentano il recettore per I'acido
ialuronico vs gli immaturi che non lo possiedono) Rienzi
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e. Legame all’acido ialuronico (selezione dei gameti maturi, che presentano il recettore

per I'acido ialuronico vs gli immaturi che non lo possiedono)

Alcuni autori hanno ipotizzato che la selezione degli spermatozoi con maggiore potenziale di
fertilita potrebbe essere eseguita sfruttando la loro capacita chemiotattica di migrare verso
I’Acido Ialuronico (AI) e di legarsi allo stesso (19). Il razionale di questa metodica presuppone
che gli spermatozoi normali dal punto di vista genetico e funzionale siano quelli che esprimono
elevati livelli della proteina HSPA2 (20, 21), la chaperonina che prende parte al complesso
sinaptonemale che dirige e controlla i processi meiotici (22, 23). Sarebbero questi gli
spermatozoi che hanno completato correttamente il processo spermiogenetico (transizione da
spermatide rotondo, a spermatide allungato, a spermatozoo maturo), che prevede vari processi
maturativi: rimodellamento della membrana plasmatica, estrusione del citoplasma e sostituzione
delle proteine nucleari degli istoni con le protammine. Solo questi gameti possiederebbero i
recettori per I’Al. Questa sostanza, che e normalmente presente nel tratto riproduttivo femminile
e ad alte concentrazioni nella matrice extracellulare del cumulo ooforo che avvolge I'ovocita,
parteciperebbe del processo di fertilizzazione. In accordo con tale ipotesi, I'analisi degli
spermatozoi che silegano all’Al hanno mostrato un minor grado di frammentazione nucleare (25,
25) e una minor percentuale di aneuploidie rispetto ai campioni seminali pre-trattamento (19,
26). Nonostante questo metodo riduca ma non sia in grado di escludere la possibilita di
selezionare spermatozoi con alterazioni cromosomiche, € stato ipotizzato che la sua associazione

alla ICSI potesse migliorare i risultati di questa tecnica.

Esistono sul mercato due sistemi ready-to-use disegnati appositamente allo scopo di selezionare
in modo non invasivo gli spermatozoi prima della iniezione intracitoplasmatica sulla base della
loro capacita di legarsi al Al. Nel primo caso si tratta di una piastra di Petri contenete Al hydrogel
attaccato sul fondo (PICSI Sperm Selection Device; MidAtlantic Diagnostic-Origio) nel secondo
caso invece é stato piu semplicemente concepito un mezzo di coltura viscoso contente Al (Sperm

Slow; MediCult-Origio).

Gli spermatozoi in grado di legarsi al Al durante la PICSI rimangono adesi col la testa sul fondo
della piastra mentre il flagello rimane mobile inducendo un movimento a spirale. Gli spermatozoi

vengono quindi aspirati uno ad uno immobilizzati e quindi iniettati.



Quando viene utilizzato lo Sperm slow, la viscosita stessa del mezzo rallenta il movimento degli
spermatozoi che appaiono, quando in grado di legarsi al Al, lenti e allineati. Dopo la selezione si

procede con la immobilizzazione e la ICSI direttamente in questa soluzione.

Uno studio prospettico randomizzato (7) ha dimostrato che i due sistemi (PICSI e Sperm slow)
sono sostanzialmente equivalenti e permettono di ottenere risultati comparabili in termini di

tasso di fertilizzazione e sviluppo embrionale.

Alcuni Autori suggeriscono inoltre che questi sistemi che non comportano l'utilizzo del
polyvinylpyrrolidone (PVP) possano essere considerati piu fisiologici e meno invasivi per

'ovocita (8).

Le evidenze ad oggi riportate in letteratura ed analizzate in due review indipendenti (9.10) sono
risultate insufficienti per suggerire che 'utilizzo del Al nella selezione degli spermatozoi possa
migliorare le possibilita di gravidanza in PMA. Le evidenze sono inoltre insufficienti per
dimostrare un beneficio in termini di efficacia laboratoristica (tasso di fertilizzazione e qualita
embrionale). L’'uso routinario di questa tecnica non e quindi raccomandata e ulteriori studi sono
necessari per identificare eventuali benefici collegati alla selezione degli spermatozoi sulla base

del legame con Al
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VALUTAZIONE ECOGRAFICA DEL PAZIENTE INFERTILE
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ANATOMIA ECOGRAFICA (1-7)
11 testicolo e I’epididimo sono avvolti da una serie di membrane sovrapposte di differente natura.

Partendo dall’esterno, esse sono rappresentate dallo scroto e dalle tonache (denominate anche tuniche) del
testicolo.

In particolare, lo scroto ¢ costituito dalla cute, dal connettivo sottocutaneo, dal dartos e dallo strato
sottodartoico.

Le tonache formano inoltre una serie di strati, costituiti in successione da: a) fascia cremasterica del Cooper,
che riveste il muscolo cremasterico; b) muscolo cremastere esterno; ¢) tonaca vaginale comune, che da origine
al legamento scrotale che ancora il polo inferiore del testicolo e la coda dell’epididimo alla parete scrotale; d)
tonaca vaginale propria (definita anche “sacco vaginale”), che comprende un foglietto parietale e un foglietto
viscerale; tra i due foglietti ¢c’€ uno spazio virtuale, in cui € presente una falda liquida, ben visibile a livello del
recesso funicolare; e) muscolo cremastere interno, costituito da fini fasci di muscolatura presenti al di sotto
della lamina parietale; f) tunica albuginea, che si trova immediatamente al di sotto della lamina viscerale e
che ¢ costituita da una membrana fibrosa e inestensibile.

TECNICHE D’ESAME

L’esame ecografico, da effettuare preferibilmente in ambiente parzialmente oscurato, viene eseguito in due
fasi (1-7).

1" fase. Il paziente viene posto in posizione supina ed € invitato a mantenere il pene appoggiato alla regione
sovra pubica;

2" fase. Il paziente viene invitato a porsi in posizione ortostatica; tale posizione consente di valutare in modo
piu idoneo la presenza di reflussi a carico del plesso pampiniforme, eventuali raccolte di fluido o
posizionamenti testicolari anomali.

Fino agli anni’80 1’ecografia veniva eseguita mediante la tecnica di immersione dei testicoli in acqua (8).
Attualmente 1’esame ecografico scrotale viene effettuato con sonde lineari ad alta risoluzione ed alta frequenza
(da 7.5 a 12 MHz), dedicate allo studio delle parti molli, con Color Doppler in grado di rilevare flussi molto
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lenti e superfici e con superficie di scansione non inferiore ai 5 cm. Tra lo scroto e la sonda deve essere apposto
uno strato di gel.

\

E stata inoltre proposta I’ecografia testicolare tridimensionale, ma ad oggi non ¢ utilizzata routinariamente in
quanto non sembra aggiungere informazioni particolari rispetto all’esame bidimensionale (9).

\

E stata inoltre messa a punto la tecnica di ecografia con mezzo di contrasto, utile per la diagnosi differenziale
delle lesioni testicolari (10).

Infine, accanto all’esame ecografico standard, ¢ possibile utilizzare, anche per il testicolo, I’elastonosografia,
ossia una tecnica che permette di avere informazioni riguardo I’elasticita dei tessuti, e che potrebbe essere utile
per la diagnosi differenziale delle varie lesioni (11-12).

Considerato il basso costo e la non invasivita, nell’ambito della diagnostica andrologica 1’esame ecografico ¢
sempre piu utilizzato. Tuttavia, nonostante il perfezionamento delle sonde a sempre piu alta definizione, le
tecniche ecografiche presentano tutt’ora dei limiti legati prevalentemente all’operatore-dipendenza (13).

ESAME ECOGRAFICO DELLO SCROTO

Nell’esame ecografico dello scroto devono essere esaminati: a) i testicoli, b) gli epididimi, c¢) i dotti deferenti,
d) gli involucri esterni.

TESTICOLI

Le informazioni che possono essere desunte dall’esame ecografico riguardano la sede, il volume, la
morfologia, I’ecogenicita e la vascolarizzazione intraparenchimale (14-17).

Sede: La sede naturale del testicolo ¢ all’interno del rispettivo sacco emi-scrotale, destro e sinistro. In
condizioni normali il testicolo ¢ tenuto in sede, ossia all’interno della borsa scrotale, dalla presenza di
legamenti, la cui lassita puo determinare la rotazione o la risalita del testicolo all’interno del canale inguinale
dopo contrazione del muscolo cremastere. Se dopo il rilassamento del suddetto muscolo il testicolo scende
nuovamente all’interno dello scroto viene definito “mobile”, se, invece, tende a rimanere nel contesto del
canale inguinale si definisce “retrattile”. In caso di criptorchidismo, il testicolo ¢ dislocato in sedi anomale,
ossia nel canale inguinale o in ambito pelvico.

Morfologia e volume: i testicoli post-puberali presentano forma ovoidale e superficie liscia; I’asse maggiore ¢
disposto verticalmente, in posizione leggermente obliqua. Vi si distinguono due poli (superiore ed inferiore,
con lunghezza 40-50 mm), due facce (laterale e mediale, con larghezza 18-22 mm) e due margini (anteriore e
posteriore, con spessore 28-34 mm). Il volume del testicolo viene calcolato con la formula dell’ellissoide
(lunghezza x larghezza x spessore x 0.52) in modo molto semplice e ripetibile e pud essere calcolato
automaticamente dal sistema di lettura dell’ecografo. 1l testicolo viene considerato di normali dimensioni
quando presenta un volume compreso tra 12 e 25 ml, ai limiti inferiori della norma quando il volume ¢
compreso tra 10 e 12 ml ed infine ipotrofico se il volume ¢ inferiore ai 10 ml. II testicolo pre-puberale presenta
invece un volume di circa 2 ml. Nell’eta avanzata vi ¢ una progressiva riduzione del volume testicolare. La
determinazione ecografica ha evidenziato infine una sopravalutazione del volume testicolare se eseguita con
I’orchidometro di Prader.

Ecostruttura: la normale ecostruttura parenchimale, nel testicolo post-puberale, ¢ caratterizzata da echi fini e
addensati, disposti con elevata omogeneita. In corrispondenza della porzione postero superiore del testicolo
frequentemente si evidenzia un’area triangolariforme iperecogena (ilo testicolare) caratterizzata da un
ispessimento dell’albuginea (corpo di Highmore) che include i dotti efferenti della refe testis (conosciuto come
corpo di Haller). La rete festis non ¢ invece generalmente visualizzabile. La presenza di un ecopattern
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finemente disomogeneo, di aree ipo- o iper-ecogene sono espressioni di una testicolopatia che puo riconoscere
varie eziologie (es. lesioni flogistiche, post traumatiche, varicocele, alterazioni geniche). L’intensita
dell’ecogenicita ¢ ridotta nel testicolo prepubere.

Vascolarizzazione: L’arteria testicolare, proveniente dall’arteria spermatica, penetra nel testicolo attraverso la
tonaca albuginea a livello del polo testicolare inferiore, dando origine all’arteria capsulare, da cui si originano
le arterie centripete e quindi le arteriole centrifughe. Nel 50% dei casi ¢ inoltre presente al terzo superiore del
testicolo I’arteria trans-mediastinica. Alla valutazione ColorDoppler, le arterie testicolari, capsulare e
transmediastiniche sono ben rilevabili, mentre le arterie centripete e centrifughe frequentemente appaiono
come spot colorati omogeneamente distribuiti all’interno del parenchima testicolare. Lo studio Doppler pulsato
delle arterie intratesticolari evidenzia curve velocitometriche caratterizzate da basso indice di resistenza.

EPIDIDIMI

Gli epididimi sono situati in sede supero- e postero-laterale dei testicoli e presentano tre segmenti: testa, corpo
e coda. La testa ¢ rappresenta sicuramente il segmento esplorabile con maggiore facilita (18-19). Ha una
conformazione “a cimiero” e sovrasta il polo superiore del testicolo; presenta ecostruttura omogenea e
generalmente isoecogena rispetto al parenchima testicolare ed ha uno spessore compreso tra 10-12 mm.
L’appendice epididimale (“Idatide del Morgagni”), remnant embrionale del dotto di Wolff, appare, quando
visualizzabile, come una formazione cistica al margine superiore della testa epididimale, con diametro
compreso tra 3 ¢ 5 mm. Il corpo, non sempre ben visualizzabile, presenta un’ecostruttura finemente
disomogenea e lievemente ipoecogena rispetto alla porzione cefalica ed ha uno spessore massimo compreso
tra 2 e 5 mm. La porzione caudale, infine, viene visualizzata in prossimita del margine postero inferiore del
testicolo, presenta un’ecostruttura finemente disomogenea e moderatamente ipoecogena rispetto alla porzione
cefalica ed ha spessore massimo inferiore ai 5 mm.

DOTTI DEFERENTI

11 dotto deferente, curvilineo nel primo tratto e rettilineo nel tratto che si dirige verso il canale inguinale, appare
come un condotto a parete muscolare spessa, con lume anecogeno e con diametro compreso tra 1 € 2 mm. Esso
risulta esplorabile quasi per intero, ad eccezione del tratto pelvico. Puo non essere visualizzabile per agenesia
parziale o completa.

INVOLUCRI ESTERNI

Parete scrotale. Lo studio della parete scrotale riproduce un’immagine stratificata, senza pero la possibilita di
differenziare le diverse tuniche, ad eccezione delle due lamine, interna ed esterna, della vaginale propria,
soprattutto nei casi di idrocele. Anche in condizioni di normalita, € presente una piccola quantita di liquido nel
sacco vaginale, che si localizza nel recesso funicolare.

ECOGRAFIA SCROTALE ED INFERTILITA

L’esame ecografico riveste un ruolo fondamentale nell’identificare quadri patologici causa di infertilita (lesioni
testicolari ed epididimali, varicocele, idrocele, etc.). Vengono di séguito elencate le condizioni patologiche piu
frequentemente associate all’infertilita e le loro peculiarita ecografiche (20-23).

FLOGOSI E INFEZIONI (24-26)

ORCHITE ACUTA: L’orchite isolata ¢ un evento infrequente, osservabile in corso di un’infezione virale,
batterica o nella sindrome da immunodeficienza acquisita. Infatti, 1’orchite si presenta generalmente in
associazione con un’epididimite. Ecograficamente il testicolo appare aumentato di dimensioni (>25 ml) ad eco
struttura disomogenea e tendenzialmente ipoecogena. E perd possibile riscontare un testicolo con ecostruttura
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omogenea ¢ diffusa iperemia alla valutazione ColorDoppler. Il picco di flusso sistolico puo aumentare di 2 o
piu volte e I’indice di resistenza lungo 1’arteria testicolare ¢ ridotto.

EPIDIDIMITE ACUTA: I’epididimite & una delle piu frequenti cause di dolore scrotale e costituisce il 75%
delle lesioni flogistiche dello scroto. Frequentemente ¢ causata da una diffusione ematica di vari batteri (es. E.
Coli, Chlamydia Trachomatis, Mycoplasmi, etc.) o retrograda (dai dotti deferenti). Alle scansioni ecografiche,
I’epididimo appare aumentato di dimensioni, in particolare nella sua parte cefalica (diametro massimo > 12
mm), ad ecostruttura diffusamente ipoecogena o con aree ipo-anecogene multifocali. La vascolarizzazione
appare diffusamente aumentata e la sua presenza ha una notevole sensibilita nell’identificare una epididimite.
La parete scrotale appare spesso ispessita (>5 mm), per la presenza di edema reattivo.

EPIDIDIMITE CRONICA: I’epididimite cronica, conseguenza di microtraumi frequenti oppure di epididimiti
ricorrenti o di trattamenti inadeguati, costituisce uno dei piu frequenti riscontri ecografici nei soggetti ipofertili.
Ecograficamente, 1’epididimo pud apparire lievemente ingrandito, soprattutto nella parte cefalica, ad eco
struttura disomogenea, tendenzialmente ipoecogena con lieve iperemia intraparenchimale. E’ rilevabile in
questi casi un’alterazione di vario grado dei parametri nemaspermici; ¢ soprattutto ridotta la percentuale di
motilita nemaspermica, dal momento che I’epididimo rappresenta la sede i cui gli spermatozoi completano la
propria maturazione ed acquisiscono le proprieta cinetiche. Si puo inoltre associare il riscontro di benderelle
fibrotiche iperecogene, di calcificazioni o di cisti ipo-anecogene di varie dimensioni € numero, che possono
essere causa frequente di ostruzioni complete o parziali delle vie seminali.

In rari casi ¢ inoltre possibile una localizzazione epididimaria dell’infezione tubercolare. In tali casi, gli
epididimi appaiono aumentati di volume e ipo-ecogeni; talvolta ¢ possibile un coinvolgimento dei testicoli,
che risultano anch’essi aumentati di volume, non lesioni ipoecogene nel loro contesto e calcificazioni extra-
testicolari (26).

CISTI EPIDIDIMARIE: cisti e spermatoceli sono di frequente riscontro a livello della testa tanto da essere
rinvenuti in circa il 70% dei soggetti che si sottopongono ad una ecografia scrotale. Possono essere espressione
di un’ostruzione, il piu delle volte parziale, delle vie seminali e sono di origine congenita o acquisita (infezioni
o traumi). Possono inoltre essere singole o multiple, piccole o estremamente grandi tanto da essere
difficilmente distinte dall’idrocele. Le cisti presentano, alla palpazione, una consistenza teso-clastica e
presentano una parete relativamente iperecogena che le delimita, e che puo apparire ispessita in condizioni di
flogosi.

DOTTO DEFERENTE: Anche il dotto deferente puod presentare un diametro aumentato e disomogeneita
ecostrutturale in caso di infezioni, flogosi, cisti o ostruzioni distali a carico dei dotti eiaculatori.

PATOLOGIE VASCOLARI
Varicocele e torsioni del funicolo spermatico (Vedi capitolo apposito).
CRIPTORCHIDISMO (27-30)

Per criptorchidismo si intende la mancata discesa, all’interno del sacco scrotale, di uno o entrambi i testicoli,
che si localizzano lungo la normale via della migrazione fetale e quindi tra il polo renale inferiore e 1’eminenza
esterna del canale inguinale. Riguarda approssimativamente 1’1-2% della popolazione maschile ed ¢
monolaterale nell’80-90% dei casi e bilaterale nel restante 10-20%. Il testicolo viene invece definito ectopico
se si trova al di fuori di questo fisiologico percorso (perineale, efc). 1l testicolo criptorchide deve inoltre essere
ben distinto dal testicolo retrattile o mobile.



Il criptorchidismo rappresenta un importante fattore di rischio per I’infertilita e lo sviluppo di neoplasie
testicolari, per cui necessita di una diagnosi e di un trattamento precoce. L’esame ecografico scrotale in questi
soggetti, inoltre, deve essere eseguito anche nel follow-up post-orchidopessi per valutarne il successivo
sviluppo.

La localizzazione ecografica del testicolo puo risultare difficile in cavita addominale mentre risulta piu
agevole lungo il canale inguinale o in prossimita dell’orificio inguinale esterno, dove risulta localizzato nel
75-80% dei casi. La difficolta ¢ accentuata, in fase pre-puberale, dalle dimensioni ridotte dei testicoli.

Anche I’ecostruttura del testicolo criptorchide ¢ ovviamente variabile a seconda dell’eta del soggetto. In epoca
pre-puberale le alterazioni dell’ecogenicita sono scarsamente rilevabili. Il testicolo criptorchide post-puberale,
sia nei casi non trattati, sia nei casi post-orchidopessi, risulta invece frequentemente ipotrofico (volume < di
10 ml) e con ecostruttura disomogenea e nel complesso ipoecogena.

Nei casi in cui un testicolo clinicamente non evidenziabile rimane tale, bisogna ricorrere ad una TAC o
direttamente alla laparoscopia esplorativa.

IPOGONADISMI
Forme congenite (31-34)

La sindrome di Klinefelter, caratterizzata da un cariotipo 47 XXY, costituisce la piu frequente alterazione
cromosomica riscontrata nei maschi infertili. La sua incidenza nella popolazione generale 0,2%. Il quadro
ecografico ¢ variabile: infatti in molti casi, oltre una ipoplasia bilaterale (volume gonadico compreso tra 2 e 6
ml), ¢ rilevabile una fine disomogeneita ecostrutturale, dovuta a spot iperecogeni; in altri casi invece, oltre
all’ipoplasia, vi € un’ecostruttura disomogenea dovuta alla presenza di aree iperecogene (fibrosi e
ialinizzazione tubulare) o ipoecogene (iperplasia delle cellule del Leydig), a cui si possono associare micro-o
macrocalcificazioni. Anche nella Sindrome di Kallmann il volume testicolare ¢ ridotto (<6 ml), e I’ecostruttura
¢ caratterizzata da ipoecogenicita.

Forme acquisite (34)

Le forme acquisite sono invece dovute a esiti di traumi, infezioni, radioterapia, chemioterapia, torsioni
funicolari o di interventi chirurgici. In questi casi i testicoli. In queste forme, i testicoli presentano riduzione
di volume, disomogeneita ecostrutturale e riduzione della vascolarizzazione.

In tutti i soggetti con azoospermia non ostruttiva, gli epididimi non presentano particolari alterazioni. Inoltre,
il recupero di spermatozoi dal parenchima testicolare ¢ frequentemente di estrema difficolta. Lo studio della
vascolarizzazione parenchimale del testicolo mediante ColorDoppler puo migliorare la percentuale di recupero
in quanto, indicando la presenza di vasi, specialmente nelle regioni periferiche puo favorire 1’identificazione
di aree del parenchima testicolare dove vi possono essere residue aree di spermatogenesi.

ALTRE PATOLOGIE ENDOCRINE (35-36)

In pazienti affetti da Sindromi Adreno Genitali (SAG) sono frequentemente riscontrabili aree di tessuto
surrenalico ectopico intratesticolari, definite Testicular Adrenal Rest Tumors (T-ART). Si tratta di lesioni
benigne e reversibili, piu frequentemente bilaterali, ipoecogene e scarsamente vascolarizzate L’origine di
questa anomalia ¢ legata al fatto che aree di tessuto surrenalico possono migrare erroneamente assieme al
tessuto gonadico, con il quale condividono la stessa origine embriologica, discendendo in sede scrotale; i ridotti
livelli di cortisolo, presenti nelle SAG, causano un ridotto feedback negativo a livello ipofisario con
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conseguente aumento dei livelli di ACTH, che causa iperstimolazione delle cellule surrenaliche ectopiche
intratesticolari. Si accompagnano ad alterazioni dei parametri seminali.

OSTRUZIONI VIE SEMINALI (34,37)

Nei soggetti con azoospermia ostruttiva i testicoli si presentano in genere nella norma per dimensioni, eco-
struttura e vascolarizzazione intraparenchimale.

11 quadro ecografico post-testicolare ¢ variabile in base alla tipologia dell’agenesia/ostruzione.

L’agenesia epididimaria ¢ in genere limitata al corpo o alla coda; quindi ¢ esplorabile soltanto la testa, che
appare solitamente ipertrofica ed ipoecogena, per la stasi del secreto epididimario nei canalicoli efferenti; pud
coesistere, in questi casi, una dilatazione della rete testis.

In caso di agenesia del deferente, non ¢ visualizzabile I’ansa epididimo-deferenziale, per cui tutto 1’epididimo
appare dilatato e iporeflettente.

IDROCELE (38-39)

L’idrocele ¢ caratterizzato da un patologico accumulo di fluido tra i foglietti della tonaca vaginale e puo essere
monolaterale o bilaterale. Viene inoltre distinto in comunicante e non comunicante. L’idrocele comunicante
¢ dovuto alla pervieta del processo vaginale, per cui, dalla cavita addominale, i fluidi possono raggiungere lo
scroto in conseguenza di un’aumentata pressione addominale o semplicemente passando dal clino
all’ortostatismo. L’idrocele non comunicante, invece, non si modifica con la palpazione o con il variare del
decubito e possono essere di natura idiopatica o conseguenza di traumi, processi flogistici, neoplastici o di
interventi chirurgici. All’esame ecografico il liquido sieroso puo apparire anecogeno, presentare al suo interno
materiale corpuscolato fluttuante (cristalli di colesterolo, cellule di sfaldamento, fibrina, calcificazioni libere)
espressione di processo flogistico in atto o presentare aspetto piu torbido in caso di raccolta ematica
(ematocele) o di pus (piocele). Se cronicizzato, ’idrocele appare con pareti marcatamente ispessite € con
sepimenti fibrotici al loro interno. L’aspetto ecografico del linfocele, conseguenza di processi neoplastici o di
interventi chirurgici, ¢ totalmente sovrapponibile all’idrocele. L’idrocele non ¢ causa di infertilita; se pero ¢ di
grado assai elevato, ’aumento di pressione determina un incremento delle resistenze al flusso intra-testicolare,
con conseguente sofferenza della spermatogenesi.

LESIONI NEOPLASTICHE (vedi apposito capitolo)

QUADRI ECOGRAFICI DI RISCONTRO OCCASIONALE

Vi sono alcuni quadri ecografici che spesso sono di riscontro occasionale durante 1’esecuzione di
un’ecografia scrotale. Non vi sono in genere alterazioni specifiche dei parametri seminali.

DILATAZIONE DELLA RETE TESTIS (40-41): I’ectasia dei tubuli seminiferi o la presenza di cisti della
rete testis rappresentano la conseguenza di un’ostruzione delle vie seminali insorta dopo processi
inflammatori e traumatici o di alterazioni genetiche (fibrosi cistica). Malgrado 1’ectasia della refe testis abbia
un aspetto ecografico caratteristico, in alcuni casi puo essere difficoltoso distinguerla da lesioni neoplastiche
o infiammatorie o dalla presenza di un’ectasia delle vene intratesticolari (varicocele intratesticolare). E assai
utile la valutazione Color-Doppler per la diagnosi differenziale tra le varie forme.

CISTI TESTICOLARI (39,42-43): ecograficamente appaiono come aree rotondeggianti, anecogene e non
vascolarizzate, frequentemente con rinforzo iperecogeno posteriore. Sono generalmente conseguenza di
un’ostruzione dei dotti spermatici e possono essere di origine congenita o acquisita (infezioni o traumi). Tali
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cisti possono inoltre formarsi a livello della tonaca albuginea ed in tal caso sono clinicamente evidenziabili
come una tumefazione di consistenza duro-elastica sul margine testicolare.

Si tratta quindi di lesioni ben distinguibili da quelle neoplastiche, che presentano ecostruttura disomogenea
(iso-ipoecogena) e incremento della vascolarizzazione.

CALCIFICAZIONI INTRA-TESTICOLARI E MICROLITIASI (44-47): anche le aree iperecogene
intratesticolari sono dei reperti accidentali relativamente frequenti e possono coinvolgere uno o entrambi i
testicolari. In particolare puo essere definita condizione di Microlitiasi Testicolare (MT) (o aspetto ecografico
a “cielo stellato”) la presenza, all’interno del parenchima testicolare, di almeno 5 spot iperecogeni, con
diametro compreso tra 1 € 3 mm, mentre si parla di calcificazioni testicolari (CT) quando si ha presenza di non
piu di un’area iperecogena per campo ecografico con diametro > 4 mm. La prevalenza di MT ¢ variabile tra
1.5 ¢ 5.6%. Segnalazioni contrastanti sono infine presenti in letteratura sulla possibile correlazione tra la MT
e lesioni precancerose, sindrome di Klinefelter e criptorchidismo. Nei soggetti affetti da micro litiasi € pertanto
consigliabile eseguire un follow up ecografico annuale da ridurre a 6 mesi nel caso di concomitanti patologie
associate allo sviluppo di neoplasie testicolari (criptorchidismo, sindrome di Klinefelter, altre alterazioni
genetiche).
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Figura 1: Testicolo i sede con normale volumsiria e con ggpstruthura cmogenea nelle varie scanzion,
longitudinale (3) e trasverza (b).

Figura 2: Testicolo prepubere.

Figura 4: Accentuazione ilo testicolare.
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Figura 3: Vascolarizzazione mtra-testicolare in condizioni standard.

Figura 6: Ectasie intaratesticolari.

Figura 7: Testa epididimaria con normale sgogenicita.

-a) .b)

Figura 8: Ipertrofia testa (3) 2 corpo (a, b) dell’epididimo = spor iperecozeni inrtatasticolart.

Figura 9: Ipoplasia testicolare con concomitanta ipertrofia epididimarnia omolaterale
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Figura 10: Idatida del Marzagnl in idrocels settato

Figura 11: Epididimite acuta con accentuazione della vascolanizzazions epididimaria.

Figura 12: Piccola cisti epididimana.

Fizura 12: Voluminesa cisti apididimana
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Figura 14: Testicolo ipoplaszico in prozsimita dell orificio mgzuinale estemo.

Figura 13: Testicolo 1poplazico post-grehidopsssi

Figura 16: Testicolo 1poplazico in soggstto con Sindrome di Klinefaltar

Figura 17: Eziti di orchite con czleificazione peri-ilare

b)

Figura 18: Testicular Adrenal Rest Tumars (T-ART) in paziente affetto da Sindrome Adrenogenitale pre (a)
e post (b, c) adeguamento terapia con glugeceiceidi.
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Figura 19: Idrocele anecogenc {2). parzialmente corpuscolate {b) e settato (c)

Figura 20: Testicolo in condizione di idrocele con scrotolita.

Figura 21: Cisti epididimaria con ectazia della rste taszis,
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Figura 22: Cisti e dilatazione rete tastis.

a)

Figura 23: Cizti tasticolari: smgola (3), multipla (b).

Figura 24: Testicolo "policistico™

Figura 26: Calcificazioni intratesticolar: isolata (2, b) e multiple (<),

b), c)
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2. Indicazione diagnostiche, tecnica di esame e limiti dell’ecografia prostato vescicolare

1.Tecniche di esame

La regione prostato-vescicolare puo essere studiata sia per via sovrapubica che transrettale (TransRectal
UltraSound, TRUS) (1). Sebbene alcuni autori riportino che non vi sia differenza significativa tra le due
tecniche nella misura del volume prostatico, altri sostengono che la TRUS sia piu accurata nel valutare il
volume dell’adenoma nei pazienti con iperplasia prostatica benigna (1). Inoltre, la TRUS ha maggiore
accuratezza nello studio dei parametri ecostrutturali e vascolari di prostata e vescichette seminali (1). Pertanto,
in questo capitolo ci focalizzeremo sulla TRUS. La TRUS puo essere eseguita utilizzando una sonda
endocavitaria biplanare, dotata di trasduttori lineare e convex da 6.5-7.5 MHz, e/o una sonda ‘end fire’ (6.5
MHz, campo di vista 50-200°), pit accurata per lo studio delle vescichette seminali, con il paziente posizionato

in decubito laterale, studiando gli organi in sezione trasversale, longitudinale e obliqua (1-7).

2.Quadro normale

2.1 Prostata

La prostata ¢ una ghiandola esocrina, che circonda l'uretra, localizzata appena sotto il collo della vescica.
Produce liquido prostatico, una secrezione acida che costituisce circa il 30% del volume totale dell’eiaculato
(1). Alla TRUS, la prostata normale appare diversa in funzione dell'etd, con una forma “triangolare” nei
soggetti giovani (Fig. 1A) e “a pera/arancia” nei piu anziani (2,8). La sua base si trova a livello del collo
vescicale, all'inizio dell'uretra, che in scansione longitudinale appare come un dotto ipoecogeno che curva
verso l'apice prostatico (1) (Fig.1 B,C). La TRUS individua una zona periferica, che si estende lateralmente e
posteriormente dal vertice alla base, ed una zona transizionale, situata in posizione centrale e leggermente
ipoecogena (Fig. 1A). Le zone periferica e transizionale presentano un rapporto 3:1 nei maschi giovani (1). Il
volume della prostata (VP) ¢ valutato mediante metodo planimetrico (3-5) misurando tre diametri (d1=antero-
posteriore, d2=trasversale e d3=longitudinale; Fig. 1A,B) ¢ utilizzando la formula matematica dell'ellissoide
(dl x d2 x d3 x 0.52) (1,9). Il "volume della zona transizionale" ¢ calcolato in modo simile (9). Un VP di 20-
25 ml ¢ stata proposto come normale nei giovani (1,8). La prostata normale presenta echi sottili, densamente
ed omogeneamente distribuiti (1). Il plesso venoso periprostatico ¢ rilevabile come un sistema di vasi
lievemente ipoecogeno (1) (Fig. 1A,B). Le arterie intraprostatiche sono raggruppati nelle arterie centrali /

periuretrali e periferiche / capsulari, irrorando le zone transizionale e periferica, rispettivamente (1,2,8).

2.2 Vescichette seminali (VS), ampolle deferenziali e dotti eiaculatori (DE)

Le vescichette seminali (VS) sono due strutture sacculari, localizzate superiormente e posteriormente alla
prostata, tra la vescica e il retto (1, 10-12). Le VS producono un liquido alcalino che contribuisce al 50-80%
del volume seminale (10,12).

Alla TRUS, le VS hanno un tipico aspetto "a farfalla" in scansione trasversale (Fig.1D), e una forma

“claviforme” in scansione longitudinale (Fig. 1E). L’ecostruttura delle VS ¢ caratterizzata da echi sottili
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omogeneamente distribuiti e la loro ecogenicita ¢ leggermente inferiore rispetto a quella della prostata (10,11).
Nei giovani, il volume delle VS ¢ associato inversamente all'eta e tende a diminuire dopo la quinta decade,
mostrando una riduzione significativa nell'ottava rispetto alla quarta decade (1,6). Il volume delle VS aumenta
con l'astinenza sessuale (6), ed € ridotto nei fumatori in funzione dell’abitudine tabagica (13). Il volume delle
VS ¢ positivamente influenzata da testosterone (14), prolattina (15) e triiodotironina libera (fT3) (16). Mentre
la maggior parte degli studi del passato riporta i “diametri” delle VS, il nostro gruppo di ricerca ha
recentemente proposto di calcolare il “volume” delle VS misurandone il massimo diametro longitudinale e
antero-posteriore e utilizzando la formula matematica dell’"ellissoide / sferoide prolato" (6) (FiglE). Il volume
delle VS varia con I’eiaculazione ed ¢ correlato positivamente con il volume seminale, ma non con i parametri
spermatici (6). Lo svuotamento delle VS con I'eiaculazione ¢ positivamente correlata con i livelli di fT3 (16),
e soggetti con ipertiroidismo subclinico mostrano una maggiore riduzione dei diametri longitudinali delle VS
dopo l'eiaculazione rispetto ai soggetti eu- e ipo-tiroidei (16)

Le ampolle deferenziali appaiono alla TRUS come strutture ovali localizzate medialmente rispetto alle VS
nelle scansioni trasversali, o dilatazioni dei deferenti distali nelle scansioni longitudinali, con ecostruttura
simile a quella delle VS (1) (Fig. 1C-E).

I dotti eiaculatori appaiono alla TRUS come sottili dotti ipoecogeni, con un calibro normale < 2 mm. Sono

rilevabili nelle scansioni longitudinali e attraversano la prostata fino all’uretra (8,11) (Fig. 1C).

3.Quadri patologici: indicazioni diagnostiche e limiti dell'ecografia prostato-vescicolare

3.1 Prostata

3.1.1 Alterazioni del volume: iperplasia prostatica benigna e ipogonadismo.

La valutazione del volume prostatico (VP) con la TRUS ¢ utile nei pazienti con sintomi del basso tratto
urinario, mentre ha un ruolo modesto nella valutazione dell’infertilita maschile.

Un incremento del VP ¢ indicativo di iperplasia prostatica benigna (IPB). Un VP > 30 ml ¢ suggestivo di
iniziale incremento della prostata, mentre un VP > 60 ml indica un incremento severo (1). L’incremento del
VP puo associarsi a quadri vari, da un incremento della zona transizionale allo sviluppo di un adenoma. Le
tipiche caratteristiche ecografiche di IPB sono: ecostruttura disomogenea, presenza di cisti, pseudonoduli /o
calcificazioni, specialmente in sede di “capsula chirurgica” (6) (Fig. 1F) Recentemente I’IPB ¢ stata associata
a sovrappeso/obesita (5) e sindrome metabolica (9).

Un VP ridotto ¢ suggestivo di ipogonadismo, perché la prostata ¢ una ghiandola androgeno-dipendente (1). La
TRUS permette in di valutare 1’incremento del VP nei soggetti ipogonadici sottoposti a trattamento con

testosterone o hCG (1,14).

3.1.2 Flogosi prostatica
Numerose caratteristiche ecografiche sono suggestive di inflammazione della prostata (Tabella) (1). In passato

sono stati proposti alcuni criteri di flogosi prostatica, quali asimmetria lobare, dilatazione del plesso venoso
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periprostatico, presenza di aree ipoecogene associate a edema o iperecogene associate a calcificazioni (3). La
combinazione di alcuni di questi criteri, associata ad alterazioni ecostrutturali di VS e/o epididimi, ¢ suggestiva
di “infezione/flogosi delle ghiandole accessorie maschili” (“male accessory gland infection/inflammation”,
MAGI), definizione che individua una sindrome infiammatoria a carico degli organi del tratto genitale
maschile (17). Sono state riconosciute due principali forme ecografiche di MAGI: quella “ipertrofico-
congestizia” e quella “fibro-sclerotica” (18). Tuttavia, ad oggi, riferendosi alla prostata, chiari cut-off che
distinguano le caratteristiche normali dalle patologiche per i parametri “asimmetria” e “plesso venoso
periprostatico”, o una standardizzazione relativa ai parametri “ipo-" e “iper-ecogenicita” non sono ancora stati
definiti. Recentemente sono stati proposti parametri eco-color-Doppler (ECD) dinamici associati a sintomi
simil-prostatitici, quali 1’iperemia (semi-quantitativo) (Fig. 1 G) e la velocita di picco sistolico delle arterie
transizionali (quantitativo) (7,19 ). In particolare, una velocita > 11 cm/s nei soggetti giovani (19) e > 15 cm/s
nei soggetti con IPB sono considerate indicative di flogosi florida e associate a dolore pelvico cronico (1).
Tuttavia, ad oggi, le linee guida dell’European Association of Urology (EAU) considerano la TRUS una
tecnica con valore limitato nel valutare il dolore pelvico cronico (20). Analogamente, la valutazione delle
anomalie ECD prostatiche mediante TRUS ha scarso impatto sulla gestione del maschio infertile (1). Infatti,
I’impatto della prostatite sui parametri seminali ¢ oggi dibattuta (1,19), e la relazione tra flogosi prostatica,

alterazioni ECD correlate e qualita seminale ¢ controversa.

3.1.3 Tumore della prostata

11 sospetto clinico di tumore della prostata si basa sull’esplorazione rettale e/o sui livelli di PSA. Alla TRUS il
tumore prostatico puo apparire come una lesione ipoecogena nella regione mantellare della ghiandola, tuttavia
il tumore puo presentarsi anche iso- o iper-ecogeno rispetto al tessuto circostante, ¢ spesso non risulta
anatomicamente ben definito (1). La diagnosi definitiva ¢ solo istologica (21). Secondo le linee guida
del’EAU, la TRUS non ¢ un’indagine affidabile per rilevare la presenza del tumore prostatico (22).
Analogamente, non vi ¢ evidenza per il suo impiego nella routine clinica, né che le biopsie eco-guidate su

sospette lesioni prostatiche siano piu accurate delle biopsie sistematiche (21).

3.1.4 Ostruzione/anomalie dei dotti eiaculatori (DE)

L’ostruzione dei dotti eiaculatori (ODE) ha una prevalenza di 1-5% nei maschi infertili, e puo essere congenita
o0 acquisita (23). Cause congenite includono ’atresia/stenosi dei DE, cisti prostatiche mediane e cisti congenite
dei DE. Cause acquisite possono essere secondarie a infezione/inflammazione, calcificazioni o iatrogene (24).
Il rilievo di ODE bilaterale mediante TRUS ¢ utile nella diagnostica e gestione chirurgica dell’azospermia
ostruttiva. I soggetti con cause di ODE congenite o non infettive, o con ODE parziale, hanno un miglioramento
dei parametri seminali dopo trattamento maggiore di quelli con ODE secondarie a infezioni o complete (24).
I reperti suggestivi per ODE alla TRUS includono le cisti prostatiche mediane e le anomalie dei DE
(dilatazione, calcificazioni o cisti; vedi Fig. 2 e Tabella). Dilatazioni delle VS (vedi 3.2.1) e delle ampolle

deferenziali (diametro > 6 mm) sono state suggerite come reperti ODE-correlati (1,25). Il nostro gruppo di
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ricerca ha recentemente proposto un nuovo parametro associato alla capacita di svuotamento delle VS con
I’eiaculazione, la “frazione d’eiezione delle VS”, riportando un cut-off (21.6%) suggestivo per ODE completo
o parziale (6). Tuttavia, sono necessari ulteriori studi per confermare la rilevanza clinica di questo parametro.
-Le cisti prostatiche mediane appaiono alla TRUS come formazioni anecogene rotondeggianti in scansione
trasversale e piriformi/a goccia in scansione longitudinale (Fig. 1 H), che possono causare ODE mediante
deviazione o compressione dei DE (1,23). L’aspirazione TRUS-guidata di cisti voluminose puo ridurne il
volume e portare a un miglioramento dei parametri seminali (1). Tuttavia le cisti possono riformarsi, e ulteriori
TRUS e aspirazioni possono essere necessarie.

-Le cisti dei DE sono congenite o acquisite, associate o meno a mutazione del gene della fibrosi cistica (23).
Possono essere mono- o bi-laterali Fig. 1 I), e alcuni gruppi riportano che il loro trattamento chirurgico puo
migliorare i parametri seminali (1).

-La dilatazione dei DE ¢ definita per un diametro dei DE > 2 mm (1,24) (Fig. 1 I)e puo essere associata ad
una stenosi distale post-infiammatoria.

-Le calcificazioni dei DE (Fig.1 1) possono associarsi a ODE ma non ne rappresentano un indicatore affidabile

(1,23). Sono state associate anche a emospermia (1) e sintomi simil-prostatitici (19).

3.1.5 Agenesia dei dotti deferenti
La TRUS, associata a ecografia scrotale, riveste un ruolo chiave nella diagnostica dell’agenesia dei dotti
deferenti (1). In particolare, la TRUS evidenzia con elevata accuratezza I’assenza di una o entrambe le ampolle

deferenziali. Per la trattazione di questo argomento si rimanda al capitolo sull’ecografia scrotale.

3.2 Vescichette seminali (VS)

3.2.1 Alterazione del volume

La dilatazione delle VS ¢ definita in presenza di un diametro antero-posteriore > 14 (3) o 15 mm (24,25),
misurato dopo eiaculazione (6), suggestivo di ODE (25) (Fig. 1 J). Recentemente il nostro gruppo di ricerca
ha proposto un algoritmo per valutare il volume delle VS (6), e riportato un cut-off suggestivo per dilatazione
(volume totale delle VS post-eiaculazione > 7 ml) (1) che tuttavia deve essere confermato da ulteriori studi.
L’ipoplasia delle VS ¢ stata definita in presenza di un diametro antero- posteriore <5 o 7 mm o longitudinale
<25 mm (1). Ad oggi, manca una definizione di ipoplasia basata sul volume. Il termine ipoplasia si riferisce
sia a VS congenitamente piccole (12), sia a forme acquisite secondarie a deficit di testosterone (14). In
quest’ultimo caso, la TRUS puo valutare I’incremento delle dimensioni delle VS nei soggetti in terapia con

testosterone o hCG (14).

3.2.2 Flogosi

Anomalie dell’ecostruttura sono state associate a flogosi o stasi (vedi Tabella) (Fig. 1J)

3.2.3 Reperti associati a ostruzione
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La dilatazione delle VS (vedi 3.2.1) (11,26) e/o la presenza di lacune anecogene (“aree di endocapsulazione”)
sono state associate a ODE (Tabella e Fig. 1 J). Alcuni autori hanno riportato la probabilita percentuale di ODE
parziale in funzione della variazione del diametro antero-posteriore delle VS (26). Inoltre, una ridotta “frazione
d’eiezione delle VS” (<21.6%) ¢ suggestiva di alterato svuotamento delle VS e ODE parziale, ¢ si associa ad
una maggior frequenza di anomalie dei DE o megacisti delle VS (6). Una contrazione ridotta o assente delle
VS durante ’eiaculazione ¢ stata definita “atonia funzionale delle VS~ (27,28), riportata specialmente in

pazienti con diabete tipo 2 con e senza neuropatia (27,28).

3.2.4 Agenesia, ipoplasia e cisti delle VS

Le anomalie congenite delle VS includono difetto di numero (agenesia, fusione), maturazione (ipoplasia) e
canalizzazione (cisti) (1,29). La loro osservazione ¢ clinicamente importante perché sono spesso associate ad
anomalie di sviluppo di altre strutture di derivazione mesonefrica o metanefrica, quali i dotti deferenti, i reni e
gli ureteri (30). Anomalie delle VS si osservano nel 50% dei bambini e nel 90% degli adulti con fibrosi cistica
(D.

L’agenesia monolaterale delle VS & spesso associata a agenesia renale omolaterale (79%) o altre anomalie
renali (12%) (1,12).

L’agenesia bilaterale delle VS si associa a mutazione del gene della fibrosi cistica nel 64—73% dei casi, con
agenesia bilaterale congenita dei deferenti nella meta dei casi e reni normali (1,12).

L’ipoplasia congenita delle VS puo essere isolata o associata a altre anomalie genito-urinarie (1,12).

Le cisti delle VS sono rare e possono essere congenite o acquisite. Le cisti congenite possono essere isolate o,
piu spesso, associate a altre anomalie genito-urinarie. Sono spesso secondarie a ODE causata da anomalie nello
sviluppo della porzione distale del dotto mesonefrico (30). Sono associate a agenesia renale omolaterale o
disgenesia in due terzi dei casi (1). Piu raramente si associano a inserzione ectopica ureterale in VS, DE, dotti
deferenti o uretra prostatica, o ad agenesia dei dotti deferenti (12). Cisti bilaterale delle VS sono state osservate
nel 44-60% dei pazienti con rene policistico (1). Pertanto, rilevare cisti delle VS mediante TRUS ¢
clinicamente rilevante, portando a valutare attentamente il tratto urinario mediante ecografia. Cisti acquisite
sono raramente unilaterali e associate a ODE flogosi-correlate (30). La dilatazione cistica delle VS ¢ stata

associata a dolore perineale (1).

4.Conclusioni

La TRUS riveste un ruolo chiave nella diagnostica dell’azospermia ostruttiva, portando a decisioni operative
in base ai reperti riscontrati, quali aspirazione eco-guidata di voluminose cisti prostatiche, chirurgia in presenza
di anomalie dei dotti eiaculatori, biopsia testicolare in presenza di agenesia bilaterale dei deferenti. La TRUS
riveste un ruolo importante nell’identificare agenesia o anomalie delle vescichette seminali e/o dei deferenti

distali, che si associano spesso ad altre anomalie genito-urinarie, che devono essere indagate.
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La TRUS ¢ utile nel valutare la presenza di flogosi prostato-vescicolare e nella diagnostica del dolore pelvico
cronico, anche se le linee guida internazionali non suggeriscono I’impiego routinario della TRUS per lo studio
di queste affezioni.

La TRUS ha scarsa importanza nella diagnostica del tumore prostatico.
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Legende delle figure

Figura 1. A, prostata in scansione trasversale; ZP, zona periferica; ZT, zona transizionale; LD, lobo destro;
LS, lobo sinistro; dt, diametro trasversale; dap; diametro antero-posteriore; PVP, plesso venoso periprostatico.
B, prostata in scansione longitudinale; ZP, zona periferica; ZT, zona transizionale; U, uretra, dl, diametro
longitudinale; otricolo (*); A, apice prostatico; V, vescica; PVP, plesso venoso periprostatico. C, prostata in
scansione longitudinale; frecce, dotto eiaculatore; U, uretra; V, vescica; VS, vescichetta seminale; AD, ampolla
deferenziale. D, vescichette seminali (VS) e ampolle deferenziali (AD), d, destra; s, sinistra, in scansione
trasversale. E, vescichetta seminale e ampolle deferenziali (AD) in scansione longitudinale; dap, diametro
antero-posteriore; dl, diametro longitudinale. F, iperplasia prostatica benigna; A, adenoma; CC calcificazioni
in capsula chirurgica. G, iperemia prostatica. H, cisti prostatica mediana (*); freccia, otricolo; V,m vescica;
punta di freccia, plesso venoso periprostatico. I, vescichetta seminale (VS) in scansione longitudinale; pannello
superiore: megacisti (#) della VS e dilatazione del dotto eiaculatore (freccia) con calcificazione distale (punta
di freccia); pannello inferiore: cisti del dotto eiaculatore (*); V, vescica; U, uretra, Pr, prostata. J, vescichetta

seminale in scansione longitudinale, dilatata, con lacune anecogene. (Adattata da referenza #1)

Figura 2. Rappresentazione schematica dei reperti ecografici alla TRUS suggestivi di ostruzione distale.

Lato destro, anatomia normale; lato sinistro, reperti patologici. (Adattata da referenza #1)
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REPERTI ECOGRAFICI SUGGESTIVI DI OSTRUZIONE DISTALE

Vescichetta seminal
Dotto deferent

Ampolla deferenzial

Otricolo prostatico

NATOMIA NORMALE

Prostata

REPERTI PATOLOGICI

Vescichetta seminale dilatata
Cisti della vescichetta seminale

Ampolla deferenziale dilatata
e cisti di ampolla/dotto eiaculatore

Cisti prostatica mediana

Uretra
Fig. 2
Alicrazin ccogolar-Doppler Sssasiazion] Cutoff
Prostata
Asimmetriz ghiandolare MAGI (fibro-sclerotica) Non riportata; proposta: 5 mm
Dizomogeneita -MAGIL, prostatite cromica/dolore pelvice cronico Pattem anomalo: grado 1, leve, 2
-Sintomi gimil-prostatitici -Elevata interleuchina 8 seminale moderata, 3 severa
-Sovrappeso/obesita e sindrome metabolica
Ipoecogeanicita -Edema, flogosi acuta’subacuta, MAGI ipertrofico-congestizia Non ripprtata;
-Sintomi simil-prostatiticl -Elevata interleuchina § seminale
Iperecogenicita MAGI, prostatite cronica/dolore pelvico cronico Non riportata;
-MAGI fibro-sclerotica
Caloificazion -MAGI, prostatite cromica/dolore pelvice cromico, mantenimento, batter: Meacro-caloficazions: = 3 mm
-Sintomi gimil-prostatitici -Elevata interlenching 8 seminale
-Sovrappeso/obesita e sindrome metabolica -Corpora amylacea
Iperemia -Flogosi florida e attivita clinica =15 Doppler spots
-PIEee i tazione del DNA spemmatico
Velocita di  picco  sistolico delle  arterie | - Flogosi flonda e attivita clinica -Sintomi  zimil-prostatiici  moderati-
prostatiche - Smtomi simil-prostatitici severi el giovani: 1lem's
- PI'ehie frammentarione del DNA spermatico -IPB: > 15 cm's
Dilatazione del plesso venoso periprostatico -MAGI e prostatite cronica’delore pelvico cronico Non ben definita
-Varicocele - area >150 mm’ o diametro >3 0 4 mm
Dotti giaculatori (DE)
| Dilatazione -Ostruzione DE parziale o completa =2 mm
Cisti -Ostruzione DE parziale o completa Non riportata
[ Calcificazioni, -Ostruzione DE parziale o completa -Emospermia Non riportata
Yesscichette seminali (VS)
Dilatazione -MAGL Diametro anterg-posteriors = 14-15 mm
-Ostruzione DE parziale /olume totale post eiaculazione =7 ml
Ipoplasia VS congenitamente piccole Non ben definita
-MAGLfibrosi -Diametro anterg-posteriore < 5 o 7 mm
-Deficit di testosterone -Diametro longitudinale <23 mm
Asimmetnia -MAGL Nan riportata
Ispessimetg di parete e del seth -MAGI Non niportato
-Diabete mellito- Alterazioni dello svuotamento Persiste dopo eiaculazione
Bapporto anomalo fondo/come -MAGI: bazso o elevato -diabete mellito: elevato Baszo<1;alto =23
Calcificazioni -MAGL -Emospenmia ¢ dolore con I'elaculazions Non riportate
Aree di endocapsulazione -MAGL Non riportato

-Alterazione dello gvuctamento

Riduzione con eiaculazione

Tabella. Alterazioni eco-color-Doppler di prostata e vescichette seminali, associazioni cliniche, e cut-off pubblicati che distinguono normale

e patologico. (Adattata da referenza #1)|
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3. Caratterizzazione ecografica del paziente con varicocele

Il varicocele ¢ una dilatazione delle vene del plesso pampiniforme, presente in circa il 15% della popolazione
maschile e in circa il 40% degli uomini infertili, che nel 78-93% dei casi interessa I’emiscroto sinistro (1-3). Il
riscontro di varicocele, raro in ragazzi di eta inferiore ai 10 anni, & piu frequente all’inizio della puberta;1’alta
prevalenza negli uomini anziani e nei pazienti con infertilitd secondaria suggerisce la natura progressiva della

patologia (4-5).

Per comprenderne |’ esatta fisiopatologia occorre accennare al quadro anatomico normale del drenaggio venoso

testicolare.

L’anatomia venosa del contenuto delle borse scrotali ¢ assai complessa ¢ puo essere suddivisa in una rete
superficiale (o sottocutanea) ed in una rete profonda. La rete superficiale ¢ costituita dalle vene scrotali
anteriori, che sboccano nelle pudende esterne, e dalle vene scrotali posteriori, che drenano nelle pudende
interne attraverso la vena dorsale profonda del pene. La rete venosa profonda origina in maniera plessiforme

(plesso pampiniforme anteriore e posteriore) e prosegue con un marcato decremento numerico dei costituenti.

11 plesso pampiniforme anteriore, costituito da un minimo di tre fino a un massimo di nove vene spermatiche,
anastomizzate con le deferenziali e le cremasteriche, ¢ a stretto contatto con ’arteria testicolare, la cui legatura

accidentale in corso di intervento puo provocare atrofia testicolare o azoospermia.

Le vene spermatiche, oltrepassato 1’orifizio inguinale interno, si dirigono posteriormente nel retroperitoneo,
fino a sboccare con un angolo retto nella vena renale omolaterale a sinistra e con angolo ottuso nella vena cava
inferiore a destra. L angolo retto di anastomosi con I’arteria renale sembra essere il motivo per cui il varicocele

si riscontra prevalentemente a sinistra.

Dal plesso pampiniforme posteriore originano la vena deferenziale, la vena cremasterica e la pudenda esterna.
Fra questi gruppi venosi esiste una libera circolazione collaterale, data 1’esistenza di numerosi rami
anastomotici, tuttavia il contributo al drenaggio venoso della gonade maschile da parte delle vene deferenziali

e cremasteriche sembra essere molto limitato, sia in condizioni normali che nel varicocele (6-7).

Il meccanismo con cui il varicocele induce il danno testicolare non ¢ stato ancora del tutto chiarito tuttavia
I’ipertensione venosa sembra rivestire un ruolo chiave. Normalmente le valvole presenti lungo la parete delle
vene spermatiche interne facilitano I’efflusso venoso unidirezionale (verso I’alto, contro la forza di gravita);
quando tali valvole diventano incompetenti, le vene spermatiche interne cessano di svolgere la loro funzione
di drenaggio e divengono vasi passivi. Poiché ciascuna vena spermatica interna contiene una colonna verticale
di sangue (circa 40 cm a sinistra ¢ 35 c¢cm a destra), nel sistema di drenaggio venoso testicolare si produce
un’elevata pressione idrostatica (circa 31 mmHg a sinistra ¢ 27 mmHg a destra), che determina una progressiva
alterazione del sistema venoso. Nello stadio iniziale le vene reagiscono senza dilatarsi, aumentando lo spessore
delle pareti; I’ipertrofia della media aumenta 1’efficienza del meccanismo di pompa venosa € non si sviluppa

la stasi. Successivamente, 1’ulteriore incremento della tensione venosa porta al cedimento del manicotto
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muscolare compensatorio della media ¢ questo induce un iniziale ristagno del sangue. Prolungando
ulteriormente 1’ipertensione venosa, si verificano la frammentazione ¢ la ialinizzazione delle pareti venose, a
cui corrispondono sul piano macroscopico lo sviluppo di varicosita. L atrofia e la fibrosi, che rappresentano
I’ultimo stadio della malattia, peggiorano ulteriormente il quadro rendendo i vasi ancora piu tortuosi e sacculati
(8-9).

In alcuni casi il varicocele si associa ad infertilita. Perché il varicocele abbia un effetto dannoso sulla
spermatogenesi solo in alcuni uomini non ¢ ancora chiarito e numerosi meccanismi fisiopatologici sono stati
invocati quali causa del danno testicolare: ipossia, ipertermia, disfunzioni ormonali, autoimmunita, stress

ossidativo, apoptosi ed aumento della pressione idrostatica nel sistema di drenaggio venoso testicolare (10).

Quest’ultimo meccanismo, in particolare, sembra sicuramente coinvolto: nel testicolo il flusso ematico ¢
possibile solo in direzione della pressione negativa, percio, quando la pressione idrostatica del sistema venoso
di drenaggio supera la pressione del microcircolo arteriolare intratesticolare (18-20 mmHg), compaiono il
ristagno venoso a livello scrotale e la relativa ipossia del parenchima testicolare; il conseguente stato ipossico-
ischemico determina un’alterazione a carico dei tubuli seminiferi, delle cellule del Sertoli, delle cellule
germinali ed infine delle cellule del Leydig e questo, a sua volta danneggia la qualita seminale, portando ad
una lieve, moderata o grave oligoastenoteratozoospermia. L’esito finale del processo, in alcuni casi, ¢ la

comparsa di ipotrofia testicolare, mono- o bilaterale (11).

Il varicocele puo essere individuato attraverso I’esame clinico, anche se I’esame obiettivo tende a sottostimare
la reale incidenza di tale patologia. Dubin e Amelar hanno proposto nel 1978 una classificazione clinica del

varicocele (12), tutt’oggi universalmente accettata:

e [ grado: varicocele rilevabile con la palpazione, solo durante la manovra di Valsalva;

o I grado: varicocele rilevabile con la palpazione gia in condizioni di base;

o Il grado: varicocele visibile all’ispezione;

e Subclinico: non palpabile o visibile a riposo e durante manovra del Valsalva ma rilevabile con esame

Ecocolor Doppler (ECD).

L’esame obiettivo deve essere effettuato sia in clinostatismo che in ortostatismo, in condizioni di riposo ¢ dopo
manovra di Valsalva (aumento della pressione endoaddominale). In molti casi, soprattutto in pazienti con una
storia di pregressa chirurgia scrotale, concomitante idrocele oppure obesita grave, lo studio clinico del
varicocele pud non essere conclusivo: pertanto ¢ necessario effettuare uno studio ECD testicolare, che
consentira di studiare bilateralmente il grado di ectasia e il flusso venoso a livello del plesso pampiniforme,

in sede funicolare, sovratesticolare e peritesticolare.
Dal punto di vista ecografico (Fig.2) gli obiettivi dello studio ECD del plesso pampiniforme sono:

e dimostrare la presenza del reflusso venoso patologico;

e classificare il varicocele in base alla sua estensione endoscrotale;
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e distinguere le forme monolaterali da quelle bilaterali;
e valutare lo stato delle gonadi e degli epididimi, con particolare attenzione al calcolo del volume
testicolare;

e dimostrare I’eventuale presenza di recidiva di varicocele dopo intervento chirurgico.

L’esplorazione inizia da sinistra (sede piu frequente di varicocele), con I’esame della regione peritesticolare a
paziente in ortostatismo. Dapprima lo studio viene effettuato in condizioni basali (B-Mode); se gia in questa
situazione sono presenti vasi venosi dilatati (diametro maggiore di 3 mm), I’indagine ECD ci dara informazioni
sulla presenza o meno di un reflusso e se quest’ultimo € presente in condizioni basali /o0 dopo aumento della
pressione endoaddominale (manovra di Valsalva). A tal fine, dopo aver studiato la regione peritesticolare in
condizioni basali, si invita il paziente ad eseguire un ponzamento progressivo, non brusco ed un reflusso viene
considerato patologico quando si prolunga per oltre due secondi. Reflussi di minore durata, se la manovra di
Valsalva ¢ eseguita correttamente, sono considerati brevi e non riferibili a ritorno di sangue dalle vene

spermatiche.

Se lo studio in B-Mode non rileva varicositd peritesticolari, si dovra indagare la regione funicolare

sovratesticolare con le stesse modalita descritte in precedenza.

Quando non siano visibili vasi dilatati anche in questa sede e I’ECD non percepisca segnali, si passera
all’esame del funicolo all’emergenza scrotale. Per essere sicuri di aver localizzato il funicolo, con la sonda
puntata verso 1’anello inguinale superficiale, si centra I’arteria testicolare e si invita il paziente ad eseguire la
manovra di Valsalva evidenziando la presenza o meno di reflusso prolungato. Naturalmente dopo aver
esplorato il plesso pampiniforme sinistro, anche in caso di reperti negativi, andra esaminato anche il plesso

pampiniforme controlaterale con le medesime modalita.

Sulla base dei reperti ottenuti mediante le suddette procedure possiamo ottenere informazioni sulla presenza o

meno di varicocele e sull’entita e localizzazione dei reflussi venosi patologici.

Attualmente la classificazione ecografica che, a nostro parere, sembra pitu completa per la definizione del

varicocele, € quella introdotta da Sarteschi e collaboratori (13) (Fig.2):

e Grado 1: non si osservano varicosita in B-mode. L’ECD, con sonda posizionata all’emergenza
scrotale, evidenzia un prolungato reflusso venoso.

e Grado 2: si osservano piccole varicosita posteriori, spesso accompagnate da un tronco venoso
rettilineo ventrale, che perd non scendono al di sotto del livello del polo superiore del testicolo. Il
diametro delle varicosita aumenta in maniera pit 0 meno apprezzabile con la manovra di Valsalva

eseguita in B-Mode. L’ECD rivela la presenza di reflusso venoso nella regione sovratesticolare.

28



e Grado 3: in ortostatismo i vasi venosi si dilatano prontamente durante manovra di Valsalva in B-
Mode, raggiungendo il polo inferiore del testicolo. L’ECD non evidenzia reflusso in condizioni basali
ma dimostra reflussi prolungati durante manovra di Valsalva.

e Grado 4: i vasi venosi del funicolo appaiono dilatati in B-Mode a livello funicolare peritesticolare;
la manovra di Valsalva determina un ulteriore allargamento dei calibri venosi. L’ECD documenta
presenza di reflussi patologici gia in condizioni basali, che aumentano durante manovra di Valsalva.
Spesso puo essere presente ipotrofia del testicolo omolaterale.

e Grado 5: i vasi venosi appaiono estremamente dilatati in B-Mode a livello funicolare e peritesticolare,
talvolta in maniera abnorme. La manovra di Valsalva determina aumento del calibro venoso. L’ECD
rivela un reflusso patologico presente in condizioni basali che comunque non aumenta o aumenta
pochissimo durante I’esecuzione delle manovre funzionali. Talvolta possono essere presenti varici
intratesticolari. Puo, inoltre, coesistere ipotrofia del testicolo omolaterale.

In caso di rilievo di varicocele solo a destra ¢ necessario studiare 1’eventuale presenza di reflusso venoso
anche nel corrispondente canale inguinale. Se si dimostrano anche in questa sede vasi venosi con segnali di
reflusso, € possibile escludere che il varicocele destro sia sostenuto da collaterali prepubici o transrettali. In
questo caso, nel sospetto clinico di varicocele secondario, ¢ necessario affrontare lo studio ecografico delle

logge renali, del fegato e del retroperitoneo alla ricerca di cause ostruttive venose, congenite o acquisite (14).

La terapia del varicocele si basa sulla scleroterapia (anterograda o retrograda) o sull’embolizzazione
retrograda dei vasi venosi o ¢ di tipo chirurgico. L’approccio chirurgico puo essere scrotale o inguinale, con

tecniche di microchirurgia o laparoscopia (15).

Attualmente una precisa indicazione chirurgica per il trattamento del varicocele si ha solo nei maschi
adolescenti che mostrano un progressivo danno testicolare (documentato dalla riduzione del volume
testicolare, dall’aumento dell’FSH e dal peggioramento dei parametri spermatici) (16), nei soggetti con
varicocele clinicamente sintomatico o nei maschi adulti con alterazione dei parametri spermatici e partner
femminile senza evidenti cause di infertilita (17). Negli altri casi, anche in considerazione dell’elevata
percentuale di recidive e delle possibili complicanze post-operatorie, I’opportunita della terapia chirurgica va

attentamente valutata con il paziente.

L’obiettivo futuro & mettere a punto tecniche di diagnosi che permettano di selezionare precocemente quei
soggetti in cui il varicocele altera il flusso ematico intratesticolare e che, quindi, probabilmente causera un
danno della spermatogenesi. In tal senso vanno letti gli innovativi studi sul microcircolo testicolare, condotti
mediante mezzo di contrasto iniettato per via endovenosa. Questa metodica ecografica, dopo I’infusione
endovenosa di esafluoruro di zolfo, permette di studiare la perfusione ematica testicolare nelle sue varie fasi
[arteriosa (TTP), arteriolare (wash-in), venulare (wash-out)] e di valutare il tempo di transito medio nel

microcircolo parenchimale (MTT: Wash-in+Wash-out) (Fig.3).
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Recentemente Caretta et al (18) hanno dimostrato che, ’alterazione del microcircolo testicolare, ed in

particolare del deflusso venulare (wash-out) e del tempo di transito medio (MTT>36 s), riveste un ruolo

fondamentale nella patogenesi della oligozoospermia associata al varicocele. L’Ecografia scrotale con mezzo

di contrasto, nei soggetti oligozoospermici con varicocele, puod quindi costituire un elemento diagnostico

fondamentale per dare indicazione all’intervento chirurgico mentre, nei soggetti con varicocele

normozoospermici, puo individuare i soggetti a maggior rischio di sviluppare una testicolopatia e quindi che

necessitano di un follow-up di controllo piu ravvicinato.
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Figura 1: Anatomia del drenagzgic venozo: A) Drenaggio venoszo scrotale; B) Drenazgio venoszo plasso

pampiniforme
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Figura 2: A) Daterminzzione del volume zcrotale; B) Valutazione ectasia del plezzo pampiniforms;
C-D) Dimostrare la presenza di refluszo e sua estensione endoscrptala
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Figura 3: A) Immagine del microcircolo testicolare dopo infusione di gsafloruro di zolfo; B) Parametri di
perfusione analizzabili
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4. Caratterizzazione ecografica del paziente con neoplasia testicolare

Nello studio delle cause di infertilita maschile e in generale nel percorso clinico diagnostico della coppia
infertile, la metodica ultrasonografica rappresenta uno strumento essenziale per lo specialista, in quanto utile
e necessario strumento da integrare all'esame clinico e alla valutazione ormonale e della fertilita del paziente.
L'utilizzo sempre piu diffuso e standardizzato dell'ecocolorDoppler (ECD) testicolare nello screening del
maschio infertile ¢ alla base dell'aumento della diagnosi incidentale di lesioni testicolari, per lo piu non
palpabili(1-3). Non ¢ infrequente, d'altro canto, anche in considerazione del basso costo e della non-invasivita
dell'esame, il riscontro di una lesione testicolare in occasione di un ECD o un esame clinico effettuato per altro
quesito (screening andrologico, varicocele, dolore testicolare). Accade meno spesso che una lesione testicolare
venga diagnosticata in seguito ad autopalpazione da parte del paziente e da qui l'importanza di istruire il

paziente all'autopalpazione testicolare che permane pero un atto fondamentale per la prevenzione.

Nella caratterizzazione del paziente con neoplasia testicolare 1'indagine ultrasonografica ha sensibilita
pressoché assoluta nella dimostrazione delle lesioni focali del testicolo (dal 98% al 100% - operatore
dipendente) (4-6) e, pertanto, ¢ considerata 1’indagine di scelta a fronte di un simile sospetto clinico. L'ECD
testicolare infatti rappresenta 1’indagine di primo livello nella valutazione della morfologia e struttura
testicolare, permette di riconoscere masse non palpabili clinicamente, discernere la localizzazione (intra o
extratesticolare) delle masse palpabili ed ha elevata capacita di discriminarne la struttura (cistica, solida, mista).
Poiché la prognosi e il trattamento delle varie affezioni neoplastiche testicolari possono essere diversi, la
diagnostica differenziale di una lesione focale deve essere mirata a permettere di impostare il miglior approccio

terapeutico e/o la programmazione di un adeguato follow-up.

11 tumore del testicolo rappresenta I'l % delle neoplasie maschili e, in generale, il 5% dei tumori del tratto uro-
genitale, con un’incidenza di 3-10 nuovi casi per 100.000 maschi all'anno nel mondo occidentale(7-9). In Italia
i tumori del testicolo rappresentano la neoplasia maligna piu frequente nei maschi con meno di 50 anni (12%)
(10). Circa il 95% dei tumori testicolari maligni origina dall'epitelio germinativo dei tubuli seminiferi e
costituisce, pertanto, il gruppo dei tumori a cellule germinali. 1l restante 5 % comprende il gruppo dei tumori
dello stroma e dei cordoni sessuali, con riferimento alle cellule stromali specializzate interstiziali, le cellule di
Leydig e alle cellule stromali di sostegno dei tubuli seminiferi, le cellule del Sertoli. I tumori a cellule germinali
del testicolo vengono classicamente suddivisi in due categorie: i seminomi € i tumori non seminomatosi. Il
gruppo dei seminomi (42% dei tumori a cellule germinali) comprende tre tipi istologici: il seminoma tipico (il
piu frequente, circa 1’80% dei tumori diagnosticati), anaplastico (10%), e spermatocitico (4-7%); 1 tumori non
seminomatosi (58% dei tumori a cellule germinali) comprendono, invece: il carcinoma embrionale, il tumore

del sacco vitellino, il corioncarcinoma e il teratoma. Frequenti sono le associazioni di piu tipi istologici.

Altre rare condizioni neoplastiche possono interessare il parenchima testicolare: linfomi, leucemie e metastasi

da tumori primitivi extratesticolari.
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La tabella 1mostra i principali fattori di rischio per lo sviluppo di una neoplasia testicolare (11). La maggior
parte delle lesioni testicolari, specie se di piccole dimensioni, sono asintomatiche. Possono essere riscontrate
a livello di un testicolo di normali dimensioni e morfologia, oppure in un testicolo sofferente, atrofico e/o in
presenza di alterazioni parenchimali di altro genere (ad es. microlitiasi o calcificazioni). In generale, nella
pratica clinica, una lesione focale intratesticolare di aspetto solido deve essere considerata, in prima ipotesi
maligna. La natura della stessa, quindi, nella gran maggioranza dei casi deve essere accertata con esame

istologico per via escissionale.

Caratterizzazione ecografica dei tumori testicolari

All'indagine ecografica una lesione testicolare deve essere classificata in base alle sue caratteristiche
ultrasonografiche. Nello specifico si valuteranno: morfologia(cistica —se anecogena- o solida), ecostruttura
(omogenea o disomogenea), vascolarizzazione (vascolarizzata o avascolarizzata), ecogenicita (ipoecogena o
iperecogena rispetto al restante parenchima), eventuali disomogeneita ecostrutturali interne (come microlitiasi,
macrocalcificazioni o aree anecogene cistiche), margini (regolari o irregolari, definiti o sfumati).ll ruolo
principale dell'ecocolorDoppler testicolare nella diagnosi di una neoplasia testicolare sta nel chiarirne in prima
istanza la sua localizzazione, dal momento che ¢ molto piu probabile che una lesione intratesticolare sia
maligna rispetto ad una lesione extratesticolare(12).Le lesioni cistiche sono generalmente benigne ed appaiono
come aree anecogene a margini pitt 0 meno netti, con all'interno spot ecogeni nel caso in cui il loro contenuto
sia corpuscolato. Al contrario, la maggior parte dei tumori testicolari maligni appare come una lesione solida,
ipoecogena rispetto al restante parenchima testicolare ma pud mostrare un aspetto eterogeneo nel caso in cui
siano presenti all'interno delle aree cistiche, necrotiche o emorragiche. Sono poche le caratteristiche
ecografiche che possono essere d'aiuto nella diagnosi differenziale tra un tumore a cellule germinali e un
tumore non a cellule germinali. In generale, i seminomi mostrano una struttura piu omogenea, piu nettamente
ipoecogena e con margini ben demarcati. I tumori non seminomatosi si presentano anch’essi ipoecogeni ma
con disomogeneita ecostrutturale caratterizzata frequentemente dalla presenza di parti cistiche o calcifiche che
all’esame ecografico si presentano come aree ipo-anecogene o iperecogene. Sia i seminomi che i tumori non
seminomatosi tendono ad avere margini netti, tuttavia seminomi di grandi dimensioni e i tumori misti possono
apparire non uniformi, multifocali, multilobati e con margini poco netti. I rari linfomi e le leucemie a
localizzazione testicolare si associano a caratteristiche ecografiche aspecifiche: possono presentarsi come
noduli a margini ben definiti oppure infiltrare in maniera diffusa e multifocale il parenchima testicolare.
L'utilizzo del Color e del powerDoppler ¢ cruciale nella valutazione di una lesione intratesticolare. I tumori
maligni mostrano pit spesso una vascolarizzazione aumentata, ma questa caratteristica non puo essere
considerata come un criterio di malignita certo, dal momento che anche lesioni a comportamento benigno
(come i tumori a cellule di Leydig) possono mostrare lo stesso pattern di vascolarizzazione. Un ulteriore
reperto, riconoscibile solo all’ecografia, che puo essere considerato come fattore di rischio di neoplasia ¢ la
microlitiasi testicolare. Senza associate alterazioni dell’adiacente parenchima, essa si caratterizza per minuti

spot iperecogeni, limitata ad un didimo o bilaterale, che corrispondono, all’analisi istologica, a
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microcalcificazioni nei tubuli seminiferi, che hanno possibile origine da cellule sfaldate e degenerate. In base
al numero di microliti presenti all'interno del parenchima testicolare si puo distinguere una forma “classica” o
diffusa (>5 microcalcificazioni per testicolo), da una forma “limitata” (<5 microcalcificazioni). La microlitiasi
¢ un reperto relativamente comune nei pazienti con tumore testicolare. Microliti testicolari sono stati osservati
anche in altre condizioni cliniche,come criptorchidismo, atrofia testicolare o infertilita, oppure in alcune
patologie specifiche, come la sindrome di Klinefelter, tutte condizioni associate ad una disgenesia testicolare.
Per essere piu precisi, ¢ la condizione di disgenesia, piuttosto che la microlitiasi in sé, che pone il testicolo a
rischio di neoplasia. Benché sembri ragionevole offrire a questi soggetti una sorveglianza ecografica, ad oggi
non esiste consenso in letteratura sul timing e sull’efficacia di una simile strategia (13) e probabilmente la
strategia del medico nella scelta di un corretto follow-up deve tener conto, unitamente ai dati strumentali

derivanti dall’ECD testicolare, degli altri fattori clinici, ormonali e anamnestici.

Le tipiche caratteristiche ecografiche dei vari istotipi verranno descritte in breve di seguito, tuttavia nessuna di
esse puo essere considerata patognomonica in quanto la diagnosi certa della natura maligna o benigna di una

massa testicolare resta esclusivamente istologica.

Seminoma: appare di solito come una lesione solida omogenea, ipoecogena di forma ovalare a margini netti. I
seminomi possono presentarsi come lesioni piccole nel contesto di un parenchima testicolare integro oppure,
se di grandi dimensioni, possono completamente occupare tutto il parenchima testicolare con sovvertimento
dell'architettura e ingrossamento notevole dell'organo. Possono apparire come lesioni singole o
occasionalmente come lesioni multinodulari con margini polilobati. Raramente presentano al loro interno
componenti cistiche o necrotiche e nella maggior parte dei casi restano confinati all'interno dell'albuginea.
Reperto di frequente riscontro (in circa un terzo dei casi) € la contemporanea presenza di microlitiasi. Al

colorDoppler i seminomi mostrano di solito aumentata vascolarizzazione (Figura 1).

Carcinoma embrionario: appare come una massa ipoecogena con una ecostruttura piu disomogenea rispetto al
seminoma, dovuta alla presenza di aree di degenerazione cistica, emorragiche e calcificazioni. Molto spesso si
presenta di grosse dimensioni, ha una crescita rapida e quando in posizione eccentrica causa infiltrazione e

distorsione del profilo dell'albuginea (Figura 2).

Teratoma: € un tumore caratterizzato da un disordinato arrangiamento di tessuti fetali derivanti dai tre foglietti
germinali (endoderma, mesoderma ed ectoderma) e da tessuti adulti. L'aspetto eterogeneo della lesione riflette
la complessita della sua natura istologica: i teratomi presentano una architettura prevalentemente cistica con
spot iperecogeni al suo interno, dovuti alla presenza di focali calcificazioni, cartilagine, osso immaturo e
fibrosi; la componente cistica puo essere completamente anecogena o presentare una struttura complessa per
la presenza di contenuto fluido di natura sierosa, mucosa o cheratinica. Importante ¢ la diagnosi differenziale

con le cisti epidermoidi, formazioni cistiche complesse intratesticolari di natura benigna (Figura 3).
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Coriocarcinoma: ¢ uno dei piu rari tumori a cellule germinali. Ecograficamente si presenta come una massa

solida disomogenea con all'interno aree di emorragia, di necrosi e calcificazioni.

Tumori non a cellule germinali: a questa categoria appartengono i tumori derivanti dalle cellule stromali

interstiziali: le cellule del Sertoli e le cellule di Leydig. I tumori a cellule del Sertoli si presentano spesso come
un nodulo singolo ipoecogeno ma non ¢ infrequente il riscontro di multipli foci ipoecogeni con aree
iperecogene, se presenti calcificazioni. E' di gran lunga piu frequente il riscontro di un tumore a cellule di
Leydig, neoplasia dal comportamento benigno, anche se sono stati descritti rari casi di comportamento
maligno. Questa neoplasia viene riscontrata il piu delle volte in maniera incidentale: si presenta infatti come

una lesione singola, non palpabile, ipoecogena e con vascolarizzazione aumentata (Figure 4 ¢ 5).

Indagini di secondo livello per la caratterizzazione delle lesioni non palpabili

In cosiderazione dell’alta percentuale di lesioni benigne riscontrate all’esame istologico, lo specialista puo
oggi ricorrere all’utilizzo di nuove metodiche non invasive atte ad aumentare il potere diagnostico
dell’ecografia basale, nell’ottica di un approccio sempre meno invasivo e personalizzato per il caso.A questo
proposito, la recente introduzione nella pratica clinica dell’esame ultrasonografico conmezzodi contrasto
(CEUS) e dell’ elastosonografiasta consentendo di incrementare notevolmente il ruolo informativo
dell’ecografia nella caratterizzazione delle lesioni intratesticolari non palpabili. Lo studio CEUS si inserisce
in questo contesto aggiungendo informazioni importanti per lo specialista:la metodica, infatti, potrebbe
consentire di definire nell’ambito delle lesioni intratesticolari, non palpabili e vascolarizzate, la natura
neoplastica ed il comportamento benigno o maligno, con una accuratezza diagnostica pari al 93%, come
dimostrato in alcuni studi (14). Nello specifico 1’utilizzo del mezzo di contrasto per ultrasuoni (Sonovue®
Bracco) e ’analisi dei dati raccolti dall’esame attraverso software dedicati forniscono informazioni circa la
vascolarizzazione della lesione: in base alla cinetica di acquisizione (wash in) e dismissione (wash out) del
mezzo all’interno della lesione, messo a confronto con il restante parenchima testicolare, pud essere
possibiledifferenziare la natura benigna o maligna di una lesione vascolarizzata (Figura 6). Le lesioni benigne
sembrerebbero presentare caratteristicamente un rapido wash in ed un ritardato wash out del mezzo di

contrasto, mentre le lesioni maligne un rapido wash in e un rapido wash out.

La metodica elastosonografica rappresenta un ulteriore strumento per il clinico nella caratterizzazione di una
lesione testicolare:tramite questo software ecografico, si puo esprimere ’elasticita, e quindi la “durezza”, della
lesione rispetto al parenchima circostante attraverso una scala colorimetrica che va dal rosso (tessuto piu
elastico) al blu(tessuto piu duro). Nel testicolo in genere al colore verde corrisponderanno le lesioni piu
“soffici”, quindi verosimilmente non neoplastiche, mentre le lesioni piu “dure”, verosimilmente neoplastiche,
appariranno in blu. Il colore blu dimostra che la zona studiata si presenta meno elastica, ¢ quindi alterata,
rispetto al parenchima circostante (Figura 7). Dal momento che, tipicamente all’esame elastosonografico

lesioni maligne, come i seminomi, presentano le stesse caratteristiche di durezza delle lesioni benigne, come
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i tumori a cellule del Leydig, I’elastosonografia attualmente possiede un potere diagnostico minore rispetto

all’ecografia con mezzo di contrasto, nel discernere, nell’ambito di una lesione neoplastica, la natura benigna

o maligna della stessa. Pertanto la procedura ¢ ancora in corso di validazione per lo studio delle lesioni

testicolari (15).
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Tabella T

Fattori di rischio di neoplasia testicolare

Crniptorchidizmo

Sindrome disgenstica testicolare

Interferent endocrim

Familianta per neoplaziz testicolare

Ipotrofia testicolare

Infertilita

Sindromi genetiche

Figura 2: Carcinoma embrionaric
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Figura 3: Teratoma

Figura 4: Twnore a cellule del Sertoli
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Figura 5: Twnore a celluls di Levdig

Figura 0: Studio con CEUS di un Tumors a cellule di Leydig

Figura 7: Elastosonografia di un Seminoma
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6. Caratterizzazione ecografica del paziente con flogosi delle ghiadole sessuali accessorie

La caratterizzazione ecografica del paziente con flogosi delle ghiandole sessuali accessorie,
denominate MAGI (Male Accessory Gland Infection) viene routinariamente effettuata attraverso la
valutazione della regione didimo epididimaria e prostato vescicolare (preferibilmente in scansione transrettale
endocavitaria). L utilita nella pratica clinica ¢ molto controversa. Se da una parte infatti, I’impiego del mezzo
ecografico rappresenta uno strumento di valutazione diagnostica molto diffuso, dall’altra, la ridotta specificita
e sensibilita diagnostica nello studio in particolare delle flogosi che si realizzano a carico della regione
prostatica ne condiziona I’impiego nella pratica clinica (1).

L’AIUM (American Institute of Ultrasound in Medicine) suggerisce l’impiego della TRUS
(Transrectal Ultrasound) per lo studio della regione prostato-vescicolare negli uomini con condizione clinica
di infertilitd. Altre indicazioni sono rappresentate da : a. biopsia eco guidata nel caso di noduli prostatici
sospetti all’esplorazione rettale, oppure in caso di PSA (Antigene Prostatico Specifico) elevato e/o di immagini
sospette mediante studio in risonanza magnetica; b. calcolo del volume prostatico prima di procedure
chirurgiche e/o radioterapia, oppure per il calcolo del PSA density; c. guida per il posizionamento di aghi nel
corso di radioterapia; d. valutazione dei disordini legati a sintomi del basso tratto urinario; e. studio di anomalie
morfostrutturali congenite; f. emospermia; g. recidiva di malattia in pazienti sottoposti in precedenza a
prostatectomia (2).

Le linee guida di EAU (European Association of Urology) riconoscono I’'impiego della TRUS
solamente limitata ai casi di sospetta azoospermia ostruttiva. In particolare queste linee guida suggeriscono di
concentrare 1’attenzione ai pazienti azoospermici con basso volume di ejaculato. Anche la valutazione
ecografica della regione didimo epididimaria, andrebbe limitata solamemte ai pazienti con segni sospetti di
ostruzione : diltazione della rete testis, dilatazione cistica del tratto cefalico epididimario, sospetta assenza dei
vasi deferenti (3). In particolare, un recente studio di Pezzella e coll. (4) ha dimostrato che il rilevamento
ecografico di un diametro longitudinale >10.85 mm a carico del tratto cefalico dell’epididimo, combinato al
riscontro di concentrazioni sieriche di FSH <7.8 IU/ml appare suggestivo di azoospermia ostruttiva
(sensibilita=58.8%; specificita=91.4%).

Una recente review sistematica della letteratura scientifica, elaborata dall’Universita di Firenze, ha
dimostrato che I’impiego dello studio in ecografia della regione didimo epididimaria e prostato vescicolare (in
scansione transrettale) ¢ utile nello studio dei pazienti con flogosi cronica della regione epididimaria e prostato
vescicolare, favorendo la possibilita di rilevare segni ecografici associati a fenomeni inflammatori e pertanto
suggerendo I’impiego di tali metodiche rivolto anche alla comprensione delle diverse fasi infiammatorie che
coinvolgono la regione epididimaria, prostatica e le vescicole seminali nel corso di MAGI (5).

Questo tipo di interpretazione appare piu’ coerente con la pratica clinica, infatti le MAGI
rappresentano una categoria nosografica responsabile di infertilita maschile, la cui prima proposta
classificativa risale al 1980 (6), ripresa nel 1993 dalla Organizzazione Mondiale di Sanita che ne detta i criteri

(7), ed infine inserita all’interno delle attuali linee guida EAU tra le cause di infertilitd maschile (3). Poiché i
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meccanismi attraverso cui le MAGI possono determinare alterazioni dei parametri spermatici sono differenti
e non prevedono solamente I’ostruzione dei condotti ejaculatori, la cui diagnosi € peraltro di natura ecografica
(8), ma riguardano anche altri aspetti fisiopatologici, quali ad esempio : stress ossidativo e sbilanciamento delle
citochine, alterata capacita secretoria delle ghiandole sessuali acccessorie, danno diretto microbico, lo studio
ecografico di prostata, epididimi e vescicole seminali, riconosce importanti aspetti clinico-traslazionali, che
verranno di seguito sintetizzati (9).

In precedenza sono stati riportati dei criteri ecografici suggestivi per P (prostatite), PV (prostato-
vescicolite), PVE (prostato-vescicolo-epididimite), riassunti in Tabella 1 (10). L’importanza di riconoscere
criteri riconducibili ad una diversa estensione del processo infiammatorio cronico, ¢ legata alle differenti
ricadute di gravita sulla qualita de parametri spermatici (9) e della sintomatologia (11), che sembrano peggiori
nella PVE vs PV e P, cosi come nella PV vs P.

Aspetti laboratoristici

I pazienti con segni ecografici di PVE presentano concentrazioni seminali di IL-10 (interleuchina 10),
(tra le principali citochine ad azione antiinfiammatoria) significativamente ridotte rispetto i pazienti con quadro
ecografico di PV e P. Allo stesso tempo nella PVE vengono riportate concentrazioni seminali di IL-6
(interleuchina 6) e TNF-alfa (Tumor Necrosis Factor), con azione pro-inflammatoria, significativamente
aumentate rispetto PV e P. Si realizza pertanto uno sbilanciamento della risposta citochinica nel plasma
seminale e la valutazione ecografica risulta importante per definire le categorie diagnostiche (12).

I pazienti con segni ecografici di PVE presentano concentrazioni seminali di fruttosio
significativamente ridotte rispetto ai pazienti con sola P, anche le concentrazioni seminali di ROS (radicali
liberi di ossigeno) di origine leucocitaria appaiono significativamente aumentate nella PVE rispetto la P.
Tuttavia le concentrazioni seminali di fruttosio € ROS non differiscono in maniera statisticamente significativa
tra pazienti con quadro ecografico di PVE mono e bilaterale inflammatoria post microbica, sottolineando
I’importanza dell’imaging ecografico per la diagnosi differenziale (13).

Uno studio condotto mediante citometria a flusso sul liquido seminale di pazienti con MAGI ha
evidenziato un aumento significativo della percentuale di spermatozoi con DNA frammentato, segnalando
I’assenza di differenze statisticamente significative tra i pazienti con MAGI microbica e MAGI infiammatoria
(14). I segni ecografici suggestivi per flogosi del tratto prostatovescicolare risultano associati ad aumentata
percentuale di spermatozoi con DNA frammentato (15). In particolare ’aumento della percentuale di
spermatozoi con frammentazione del DNA di tipo brighter (somma di spermatozoi vitali e non vitali,
fortememente ossidati) risulta significativamente elevata nei pazienti con segni ecografici compatibili con
flogosi del tratto prostatovescicolare (aumento del valore di picco sistolico di velocita parenchimale, presenza
di macrocalcificazioni, zone di iperemia parenchimale). I pazienti con segni ecografici riconducibili a
testicolopatia primaria presentano un aumento significativo della concentrazione si spermatozoi con
frammentazione del DNA di tipo dimmer (spermatozoi non vitali la cui concentrazione nel liquido seminale

risulta associata alla qualita dei parametri spermatici convenzionali) (15).
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Infine ’estensione anatomica del processo infiammatorio valutata mediante esame ecografico (P-PV-
PVE), dimostra 1’associazione con un aumento proporzionale del valori di viscosita del plasma seminale
valutata con metodo di quantificazione originale in viscosimetria ed espressa in centipoise (PVE>PV>P) (16).

Aspetti microbiologici

La presenza di micro e macrocalcificazioni parenchimali prostatiche disposte per contiguita associate
a presenza di segni ecografici riconducibili ad aree di ectasia acinare assieme alla rilevazione di aree
policicliche endoluminali a carico di una o di entrambe le vescicole seminali rappresentano criteri ecografici
statisticamente associati a persistenza di batteriospermia nel liquido seminale (17).

Dopo trattamento farmacologico con levofloxacina (prima scelta nei pazienti con MAGI microbica) la
percentuale di eradicazione risulta significativamente piu’ bassa nella categoria ecografica PVE rispetto PV e
P. Anche la variante ecografica PVE bilaterale si associa a minore tasso di eradicazione dopo trattamento
rispetto la PVE monolaterale (18).

Nei pazienti con infezione da HPV (papillomavirus), la cui frequenza appare significativamente
aumentata nei pazienti con MAGI (19) il riscontro di criteri ecografici suggestivi per P maggiormente
concentrati in corrispondenza della regione periuretrale e transizionale del parenchima prostatico, rappresenta
un elemento diagnostico di ausilio per tale ipotesi diagnostica (20).

La TRUS puo’ essere di ausilio diagnostico anche nel migliorare la specificita diagnostica dell’esame
batterioscopico effettuato su secrezione prostatica ottenuta mediante massaggio. Questo test, tradizionalmente
conosciuto nella pratica clinica come Test di Meares e Stamey (21), puo’ pertanto essere integrato da TRUS
con la finalita di identificare prima del massaggio prostatico aree parenchimali caratterizzate da ectasia acinare
e/o micro e macrocalcificazioni (22).

Convenzionalmente la diagnostica microbiologica su liquido seminale viene effettuata in presenza di
leucocitospermia (leucociti >1 milione/ml) (23), tuttavia in presenza di segni ecografici suggestivi per flogosi
prostato vescicolare, specie se persistenti, sarebbe opportuno integrare la valutazione della risposta leucocitaria
nel liquido seminale, con I’impiego di anticorpi monoclonali, ad esempio CD45 (antigene panleucocitario)
capace di caratterizzare la presenza di popolazione linfocitaria, espressione di possibile viraggio della iniziale
risposta leucocitaria, fenomeno frequentemente osservato nei processi infiammatori cronicizzati (22).

Aspetti endocrinologici

L’ipogonadismo rappresenta un fattore di rischio per progressione della flogosi prostatica nel modello
sperimentale ed anche nella pratica clinica basse concentrazoni di testosterone totale si associano a maggiore
frequenza di sintomi riferibili a prostatite cronica (24,25). Sul piano ecografico ¢ stata riportata una frequenza
di PVE bilaterale significativamente ridotta nei pazienti con normali concentrazioni sieriche di testosterone
totale (26), a suggerire un ruolo protettivo degli androgeni sulla maggiore estensione del processo
infiammatorio a piu’ ghiandole sessuali accessorie. Allo stesso tempo, i pazienti eugonadici presentano
frequenza significativamente ridotta di variante ecografica fibro-sclerotica di MAGI, associata a peggiore

qualita spermatica in risposta a trattamento farmacologico (26).

44



Nei pazienti con diabete mellito di tipo 2, le vescicole seminali si caratterizzano per minime o assenti
variazioni del diametro antero-posteriore dopo atto ejaculatorio e alterato rapporto anatomico tra la porzione
prossimale e distale del corpo ghiandolare. Tali modifiche ecografiche sono associate a segni riconducibili alla
presenza di neuropatia autonomica, rappresentando pertanto un possibile criterio diagnostico non
convenzionale della stessa (10; 27-29).

Aspetti internistici

I pazienti con patologia funzionale del colon (colon irritabile) presentano una frequenza di MAGI
significativamente piu’ alta rispetto ai controlli (30), in particolare i pazienti con P cronica batterica associata
a IBS (irritable bowel symptoms) presentano una frequenza di MAGI significativamente maggiore rispetto ai
pazienti con P cronica batterica senza IBS (31). In questa categoria di pazienti il criterio ecografico suggestivo
di MAGI maggiormente rappresentato ¢ la dilatazione del plesso venoso periprostatico (32).

Aspetti urologici

I pazienti con varicocele scrotale, presentano frequentemente associata, una concomitante dilatazione
del plesso venoso periprostatico rilevata mediante ecografia transrettale. E’ stato riportato che questi pazienti
dopo correzione chirurgica del varicocele, mantengono elevati valori di viscosita seminale (parametro
condizionante in particolare il grado di motilita progressiva degli spermatozoi), anche dopo I’intervento,
rispetto i controlli (varicocele scrotale senza dilatazione del plesso venoso periprostatico), suggerendo pertanto
una minore efficacia della correzione del varicocele sui parametri spermatici in questa categoria di pazienti
(33).

Aspetti sessuali

I pazienti con EP (ejaculazione precoce) acquisita, presentano un aumento significativo del diametro
anteroposteriore del tratto caudale dell’epididimo e delle vescicole seminali. Tali parametri ecografici
mostrano una relazione lineare. I punteggi PEDT (premature ejaculation diagnostic tool) correlano in maniera
positiva con gli stessi parametri ecografici (34).

L’impiego di PDESI (inibitori selettivi della V fosfodiesterasi), farmaci comunemente impiegati per il
trattamento della disfunzione erettile, si associa a modifiche ecografiche del tratto prostato vescicolare
rappresentate da : aumentata differenza del diametro anteroposteriore delle vescicole seminali rilevato prima
e dopo atto ejaculatorio, aumento della frazione di ejezione delle vesciole seminali. Queste modifiche
ecografiche correlano con aumento della concentrazione seminale di fruttosio (35).

Conclusioni

La valutazione ecografica della regione epididimaria e prostato vescicolare nei pazienti con MAGI
consente al clinico di migliorare la conoscenza dei seguenti aspetti :

a. Diagnosi di sede;

b. Distinzione tra forme mono ¢ bilaterali;

c. Ausilio alla valutazione prognostica (prima dell’inizio del trattamento farmacologico);

&

Valutazione della possibile persistenza (dopo il trattamento farmacologico);

e. Conferma dell’avvenuta eradicazione (dopo il trattamento farmacologico);
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f.  Ausilio nella valutazione diagnostica di possibili infezioni virali.
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Tabella 1. Criteri ecografici nella diagnosi di MAGI.

Prostatite 1. Asimmetria del volume ghiandolare prostatico
2. Riscontro di area/e parenchimali a bassa ecogenicita
3. Riscontro di area/e parenchimali ad alta ecogenicita
4. Dilatazione del plesso venoso periprostatico
5. Riscontro di area/e di ectasia acinare nel contesto del parenchima
6. Area/e di aumentata vascolarizzazione nel contesto del parenchima
Vescicolite 1. Aumento mono o bilaterale del diametro anteroposteriore (>14 mm)
2. Riduzione mono o bilaterale del diametro anteroposteriore (<7 mm)
3. Asimmetria del diametro anteroposteriore > 2.5 mm tra VS destra e sinistra
(7-14 mm)
4. Ispessimento e/o presenza di calcificazioni della parete ghiandolare
5. Presenza di aree policicliche endoluminali separate da setti iperecogeni
6. Rapporto tra fondo e corpo ghiandolare >2.5
7. Rapporto tra fondo e corpo ghiandolare < 1
8. Diametro anteroposteriore immodificato dopo atto ejaculatorio
Epididimite 1. Aumento mono o bilaterale del diametro anteroposteriore (>12 mm) del tratto
cefalico e/o del tratto caudale (>6 mm)
2. Presenza di microcisti nel contesto del tratto cefalico e/o caudale, mono o
bilaterale
3. Riscontro di area/e parenchimali a bassa o elevata ecogenicita
4. Idrocele mono o bilaterale
5. Rapporto tra diametro trasverso del polo superiore vs polo inferiore del tratto
cefalico > 1
6. Diametro anteroposteriore del tratto caudale immodificato dopo atto ejaculatorio

Legenda : necessari almeno 2 criteri per ogni categoria.
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Figura 1. Immagini ecografiche suggestive di MAGI.

Legenda : Nel riquadro A aree di alterata omogeneita nel contesto del parenchima prostatico, nel riquadro B
presenza di grossolana calcificazione disposta in sede lobare anteriore destra, nel riquadro C vescicola seminale
con aree policicliche endoluminali separate da setti iperecogeni, nel riquadro D vescicola seminale con
riduzione significativa del diametro anteroposteriore, nel riquadro E tratto caudale dell’epididimo con aumento
di diametro anteroposteriore, nel riquadro F tratto cefalico dell’epidididmo con echi grossolanamente
disomogenei.
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Il ruolo della ecografia transrettale nella diagnostica dell’infertilita

L’ecografia prostato-vescicolare transrettale (transrectal ultrasound, TRUS) € una metodica
efficace nella diagnostica delle vie seminali distali. Questo strumento diagnostico ha ormai quasi
del tutto soppiantato la deferento-vesciculografia, un tempo considerata il gold standard per la
diagnosi di ostruzione delle vie seminali distali, per via della sua maggiore tollerabilita, non
sottoponendo il paziente alla esposizione radiologica o al rischio di stenosi secondarie iatrogene
dei deferenti. E’ una indagine minimamente invasiva, ripetibile ed economica.

La TRUS puo essere indicata nelle seguenti condizioni:
® emospermia
e eiaculazione dolorosa o fastidiosa
e uretriti/prostatiti
e sintomi ostruttivi o irritativi delle vie urinarie
e pregressi interventi sull’apparato urogenitale basso
e modificazioni qualitative o quantitative dell’eiaculato (oligoposia)
e aneiaculazione
e eiaculazione retrograda
e anomalie palpatorie prostatiche
e ipospadia
e stenosi del meato urinario
e oligo-asteno-teratozoospermia
® azoospermia

e leucospermia persistente

La sonda da utilizzare & una endocavitaria biplanare ad alta risoluzione con frequenza da 6,5 a 7,5
mHz. Come preparazione alla TRUS & sempre opportuno che il paziente esegua una enteroclisma
ed evacui prima della procedura, allo scopo di preparare 'ampolla rettale all’esame. La vescica
non deve essere sovradistesa. Inoltre e auspicabile che il paziente eiaculi poco prima dell’esame in
guanto cio permette di standardizzare le immagini ecografiche, specialmente delle vescicole
seminali, il cui aspetto e le cui dimensioni sono correlate al periodo di astinenza sessuale. In tali
condizioni i dotti eiaculatori dovrebbero essere non identificabili risultando visibili nel caso in cui
siano affetti da processi ostruttivi. Se I'ostruzione ¢ a livello iuxtauretrale, quindi distale, questi
saranno spiccatamente anecoici e dilatati in toto, mentre il tratto dilatato sara piu breve o assente
in caso di ostruzione piu prossimale o extraprostatica.

In particolare la TRUS & sempre da consigliare nei casi di sospetta ostruzione delle vie seminali
distali che comprendono le vescicole seminali, le ampolle deferenziali e i dotti eiaculatori. Le
ostruzioni anatomiche della via seminale distale di rilievo clinico e con possibilita di
ricanalizzazione sono quasi sempre localizzate ai dotti eiaculatori. Esse si riscontrano nell’1-5%



degli uomini infertili e nel 5-10% degli azoospermici e riconoscono cause congenite e acquisite. Le
cause congenite di ostruzione dei dotti eiaculatori sono essenzialmente costituite da patologie
cistiche e condizioni di atresia-aplasia totale o parziale della via seminale distale. Le cause
acquisite di ostruzione dei dotti deferenti sono rappresentate da infezioni aspecifiche o specifiche,
concrezioni litiasiche o detriti cellulari incuneati nei dotti e danni iatrogeni, per lo piu in seguito a
interventi endoscopici nell’uretra prostatica.

Segno tipico della ostruzione distale e la oligoposia, cioé la riduzione del volume dell’eiaculato
(< 1,5 mL), con bassa concentrazione di fruttosio nel liquido seminale e pH usualmente acido.
Tipicamente il volume testicolare e i livelli plasmatici dell’ormone follicolostimolante (FSH), della
inibina B e del testosterone sono nella norma, mentre non € rara un’associazione con disturbi
eiaculatori di tipo algico e, raramente, con disturbi minzionali.

Fondamentale € identificare e documentare le cosiddette “cisti prostatiche” del carrefour uro
seminale mediane (residui dei dotti di Moller) o paramediane (residui del dotto di Wolff). La
discriminazione diagnostica di queste cisti risultera importante per approntare il trattamento
chirurgico piu adatto:

e TURED (resezione transuretrale dei dotti eiaculatori), prima linea nel trattamento delle
ostruzioni dei dotti eiaculatori postflogistiche o da cisti intraprostatiche comunicanti con la
via seminale.

e TRUCA (aspirazione e sclerotizzazione ecoguidata di cisti prostatiche), utilizzata nelle cisti
prostatiche non comunicanti e ostruenti i dotti eiaculatori.

Se effettuate correttamente queste tecniche garantiscono un immediato aumento del volume
dell’eiaculato e la risoluzione dei disturbi eiaculatori. Anche lo spermiogramma migliora in poco
tempo per quanto riguarda concentrazione e mobilita degli spermatozoi. Alcuni studi propongono
di associare alla TRUS la vesciculodeferentografia per via transperineale o transrettale ecoguidata
tramite puntura con ago sottile di cisti prostatiche o dei DE dilatati o delle vescicole seminali
ectasiche (Jarow 1994, Franco 2009). In questo modo, secondo gli autori, € possibile abbinare lo
studio diagnostico al momento terapeutico ed evitare il ricorso alla tradizionale
vesciculodeferentografia per via scrotale.

Quando & un processo flogistico il responsabile dell’ostruzione, puo essere evidente un orletto
iperecogeno periduttale e talvolta si identificano delle formazioni litiasiche all’interno del lume del
dotto eiaculatore. Nel caso si sospetti una anomalia dello svuotamento del tratto ampullo-
vescicolare come causa della dispermia, alcuni autori suggeriscono I'esecuzione di una TRUS prima
(con 4-5 gg di astinenza sessuale) e poco dopo I'eiaculazione (ecografia dinamica dei dotti
eiaculatori). Cio consente di visualizzare la via seminale distale, evidenziandone una eventuale
stenosi, e di confermare il sospetto disturbo dello svuotamento allorché, dopo I'eiaculazione, i
diametri antero-posteriori delle vescicole seminali appaiano aumentati rispetto a prima
dell’eiaculazione.

Esistono anche dei lavori che, nell’lambito della diagnostica della azoospermia ostruttiva, e nello
specifico dei difetti delle vescicole seminali (agenesia e ipoplasia), mettono in comparazione i
risultati ottenuti tramite la Risonanza Magnetica con quelli ottenuti tramite I’ecografia
transrettale, giungendo alla conclusione che questi siano pressoché sovrapponibili, con il
vantaggio che la TRUS rappresenta una metodica pilu economica e ripetibile. Gli autori



suggeriscono di integrare I'esame diagnostico con una RM soltanto qualora il responso della TRUS
non dovesse dimostrarsi dirimente.

Figura 1: TRUS, dilatazione vescicola seminale di destra
Figura 2: TRUS, dilatazione vescicola seminale e dotto eiaculatore di destra
Figura 3: TRUCA, puntura PCN transperineale sotto guida ecografica transrettale

Figura 4: TRUCA, immagine ecografica transrettale



Sospetta ODE

(volume eiaculato < 1,5 ml, fruttosio basso, disturbi eiaculatori)

l

TRUS

(escludere aplasia/ipoplasia VS)

Cisti prostatica VS/ dotti eiaculatori dilatati

Puntura trans perineale eco guidata della cisti o di VS o DE dilatati +

ricerca di spermatozoi & congelamento + iniezione di mezzo di contrasto

N\

Cisti non comunicante Cisti comunicante

|CSI

(con spermatozoi da: TEFNA-TESE, eiaculato, congelato)

Algoritmo diagnostico-terapeutico nelle ostruzioni dei dotti eiaculatori



Bibliografia:

e Is transrectal ultrasonography a reliable diagnostic approach in ejaculatory duct sub-obstruction?
Colpi GM, Negri L, Nappi RE, Chinea B.

Hum Reprod. 1997 Oct;12(10):2186-91

e Ultrasonographic evaluation of patients with male accessory gland infection.
La Vignera S, Calogero AE, Condorelli RA, Vicari LO, Catanuso M, D'Agata R, Vicari E.

Andrologia. 2012 May;44 Suppl 1:26-31

e  Male accessory gland infection frequency in infertile patients with chronic microbial prostatitis and irritable
bowel syndrome: transrectal ultrasound examination helps to understand the links.

Vicari E, Calogero AE, Condorelli RA, Vicari LO, La Vignera S.

J Androl. 2012 May-Jun;33(3):404-11

e Transrectal ultrasonography in infertile patients with persistently elevated bacteriospermia.
La Vignera S, Calogero AE, Arancio A, Castiglione R, De Grande G, Vicari E.

Asian J Androl. 2008 Sep;10(5):731-40

e The performance of transrectal ultrasound in the diagnosis of seminal vesicle defects: a comparison with
magnetic resonance imaging.

Chen X, Wang H, Wu RP, Liang H, Mao XP, Mao CQ, Zhu HZ, Qiu SP, Wang DH

Asian J Androl. 2014 Nov-Dec;16(6):907-11

e Evaluation of the azoospermic patient.
Jarow JP, Espeland MA, Lipshultz LI.

J Urol 1989; 142: 62-5

e Transrectal ultrasound in the evaluation of men with low volume azoospermia.
Worischeck JH, Parra RO.

J Urol 1993; 149: 1341-4.

e Seminal vesicles ultrasound features in a cohort of infertility patients.
Lotti F, Corona G, Colpi GM, Filimberti E, Innocenti SD, et al.

Hum Reprod 2012; 27: 974-82


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9402280
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21919940
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21868744
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21868744
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18645676
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25337847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25337847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25337847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25337847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mao%20XP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25337847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mao%20CQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25337847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20HZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25337847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qiu%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25337847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25337847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25337847

Ricanalizzazioni delle vie seminali
Franco G

In: “Infertilita umana - Principi e Pratica”; La Sala GB, Colpi G. Ed: EDRA, Milano, 2014; 423:431

Treatment of eiaculatory duct obstruction: a new algorithm
Franco G, Leonardo C, Dente D, et al.

J Urol 181:735A, 2009

Le azoospermie
Franco G, Gentile V

In “Medicina della riproduzione umana”; Borini A, Ubaldi FM. Ed. Cic Ed. internazionali, Roma 2010; 597:606



	Percorso Andrologico.pdf
	INDICE
	1. Flow-chart generale
	2. Anamnesi ad esame obiettivo
	3. Fattori di rischio introduzione e ipotrofia testicolare
	a. Criptorchidismo
	b. Tumori testicolari
	c. Infezioni e Infiammazioni del Tratto Urogenitale Maschile
	d. Il Varicocele
	e. Fattori di rischio genetici di infertilità maschile
	f. La Torsione Testicolare
	g. Cause Iatrogene dell'Infertilità Maschile (I e II parte)
	h. Malattie sistemiche ed endocrine
	i. Steroidi anabolizzanti
	j. Fattori ambientali e occupazionali
	k. Aging Maschile: Quale Ruolo nella Spermatogenesi e nelle Tecniche di Procreazione Medicalmente Assistita
	l. Fumo di Tabacco e Infertilità
	m. Alcool e Sostanze d'Abuso
	n. L'Obesità
	o. Diabete, Farmaci Antidiabetici e Fertilità Maschile
	p. Temperatura scrotale
	q. Poliabortività - Fattori maschili

	4. Esame del liquido seminale
	5. Flow chart - Diagnosi Microbiologica del Maschio Infertile
	6. Diagnostica ormonale
	7. Diagnostica Citologica con Agoaspirato Testicolare
	8. Istologia Testicolare
	9. Indagini addizionali ed esami di secondo livello sugli spermatozoi
	a. Valutazione dell'Integrità Cromatinica: SCSA, TUNEL, COMET, SCD
	b. Aberrazioni Cromosomiche (FISH)
	c. L'Epigenetica nello Studio degli Spermatozoi
	d. Valutazione dei Telomeri degli Spermatozoi
	e. Le Rotture a Doppia Elica del DNA Possono Essere Predittive dell'Outcome Riproduttivo
	f. Motilità Iperattiva/Ipermotilità ed Utilizzo dei Sistemi Casa
	g. Valutazione di alcune funzioni spermatiche in aggiunta ai parametri dello spermiogramma
	h. Test all’Acido Ialuronico

	10. Valutazione Ecografica del Paziente Infertile
	11. TRUS




