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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 puo 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 e
determinata solamente nel 30% dei casi: nella maggior parte delle condizioni, I’iter diagnostico &
focalizzato sulla donna mentre per il maschio il percorso diagnostico e 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, 0 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 i membri della coppia) (1). | 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 é
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). | riarrangiamenti cromosomici
bilanciati sono pero 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(13qg: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,
i piccoli cromosomi sovrannumerari e i microriarrangiamenti (2). I cromosomi 4, 7 e 10 sono i piu

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

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



0ggi 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 é 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 shilanciati, 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. | 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 shilanciato (9).

Una valutazione completa della coppia che sperimenta I’aborto ripetuto dovrebbe pertanto includere
lo studio del cariotipo parentale, ancor piu se I’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 i 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 i 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 e
buono), l'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, e 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 i cromosomi

sessuali; inoltre in un sottogruppo é 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%) e 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 abortivita 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 e 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).

| 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 i dati finora disponibili sembrano documentare che la FISH prima
della PGD non migliori I'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
I'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 1’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
e 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 I’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 ’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: 1’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 ’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 puo pero 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 i 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 pit 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).

HPV & 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, i 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 percio maggiore attenzione al problema. Ancora
infezione da HPV é 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 é 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). 1l 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 e 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 ¢ 1’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 I'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 e 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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