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Effetto della terapia con FSH ricombinante sulla frammentazione
del DNA spermatico in pazienti affetti da oligoastenoteratozoospermia
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RiAssUNTO: Effetto della terapia con FSH ricombinante sulla
frammentazione del DNA spermatico in pazienti affetti da oli-
goastenoteratozoospermia avviati a cicli ICSIL.
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Introduzione: [ICSI ¢ considerata il trattamento appropriato per
gli womini sterili affetti da oligoastenoteratozoospermia OAT. Le alte-
razioni spermatiche, morfologiche e funzionali, a carico di questi pa-
gienti possono portare ad insuccesso della ICSI, come nel caso di pa-
zienti con un'elevata percentuale di DNA spermatico frammentato.
Lefficienza delle terapie a nostra disposizione per lideopatica (iOAT)
¢ ancora controversa. Diversi Autori hanno ipotizzato che la terapia
con rFSH possa essere uno specifico pretrattamento per coppie con il
partner maschile affetro da iOAT. Nel nostro studio abbiamo valuta-
to leffetto dellyFSH ricombinante sulla frammentazione del DNA
spermatico in pagienti avviati a cicli ICSL.

Materiali e metodi: sono stati arruolati per lo studio 39 womini.
Ai pazienti arruolati sono stati somministrati 150 Ul di rFSH a gior-
ni alterni almeno per tre mesi prima della ICSI. Per valutare la per-
centuale di DNA spermatico frammentato ¢ stata utilizzata la tecni-
ca del TUNEL assay, sia allinizio del tratiamento che al momento
della ICSI.

Risultati e conclusioni: [analisi dei dati ha mostrato che dopo te-
rapia con rFSH si ¢ verificata una riduzione statisticamente significa-
tiva del DFI (da 23.4+10.1 a 14.9+8.8). Tre sottogruppi di pazien-
ti sono stati identificati sulla base della riduzione del DFI. I nostri ri-
sultati suggeriscono che la somminisirazione di yFSH riduce la per-
centuale di DNA spermatico frammentato nell iOAT quando presenti
elevati livelli di DFI.

SuMMARY: Effect of the therapy with recombinant FSH on the frag-
mentation of the spermatic DNA in patients with idiopathic oli-
goasthenoteratozoospermia undergoing ICSI.
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Introduction: /CSI is considered to be an appropriate treatment
for infertile men with severe oligoasthenoteratozoospermia (OAT). Ne-
vertheless, sperm morphological and functional alterations carried by
these patients may impair ICSI success, such as high percentages of
spermatozoa with DNA integrity anomalies. The efficiency of the
available therapies for idiopathic OAT (1OAT) is still a matter for de-
bate. I has been suggested thar FSH therapy may be a specific pre-
treatment for infertile male partners of couples undergoing ICSI. Our
study aimed to evaluate the effect of recombinant FSH (rFSH) on
sperm DNA fragmentation in iOAT patients undergoing ICSI.

Material and methods: 39 {OAT men volunteered for the study.
Male patients were administered 150 IU of rFSH every other day for
at least three months prior to ART. In order to determine the sperm
DNA fragmentation index (DFI), TUNEL assay was performed befo-
re rFSH (baseline) and after the hormonal treatment (at the time of
I1CSI).

Results and Conclusion: The analysis of data showed thar after
rFSH therapy a statistically significant reduction in the sperm DFI oc-
curred (from 23.4+10.1 to 14.9+8.8). Three subsets of patients were
identified on the basis of their DFI decrease. Our findings suggest that
rFSH administration may improve sperm DNA integrity in iOAT
men with increased DFI values.
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Introduzione

Loligoastenoteratozoospermia (OAT) rappresenta
circa la meta dei casi di sterilita di coppia. Attualmen-
te, 'ICSI ¢ considerata il trattamento dell OAT di gra-
do severo. E stato osservato in numerosi studi (1-5)
che pazienti con un’alta percentuale di spermatozoi
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con DNA frammentato risultano subfertili o sterili e
un‘aumentata percentuale di spermatozoi con DNA
frammentato pud inficiare il successo della ICSI (6-
10). La frammentazione del DNA spermatico pud es-
sere causata da numerosi fattori, quali anomalie gene-
tiche, la produzione di radicali liberi dell’ossigeno in
sede pre- o post- testicolare (11-12), il fumo di siga-
retta (13), precedenti radio o chemioterapie (14-15),
infezioni del tratto urogenitale e leucospermia (16) ed
anche varicocele (17). In circa il 30% di tutti 1 casi di
infertilita maschile, la causa rimane tuttora sconosciu-
ta, configurando quella che viene definita OAT idio-
patica (IOAT). Tale patologia ¢ stata associata ad un
aumentato indice di frammentazione del DNA sper-
matico che potrebbe essere la causa determinante del-
la ridotta capacita riproduttiva e degli insuccessi in tec-
niche di riproduzione assistita. Attualmente, non esiste
un trattamento adeguato per questa condizione e I'ef-
ficacia delle terapie a nostra disposizione ¢ ancora con-
troversa. Considerato il ruolo fondamentale del’FSH
nella regolazione della spermatogenesi e lefficienza
della terapia con FSH ricombinante (rFSH) nei casi di
ipogonadismi ipogonadotropi, ¢ stato sperimentato da
numerosi Autori l'utilizzo empirico delltTFSH ricom-
binante per trattare i pazienti con iOAT. Alcuni Auto-
ri (18) hanno proposto l'utilizzo di FSH come pre-
trattamento di pazienti con iOAT avviati ad ICSI. 1l
nostro studio ha valutato I'effetto della terapia con rF-
SH sulla frammentazione del DNA spermatico nei pa-

zienti con 10OAT candidati ad ICSI.

Materiali e metodi

Trentanove coppie sterili afferenti al Centro di Ste-
rilica della Seconda Universita degli studi di Napoli,
con indicazione alla ICSI per iOAT sono state recluta-
te per lo studio. Léta dei pazienti era compresa fra 26
e 41 anni. I criteri per Iinclusione prevedevano nel
partner maschile: conta spermatica tra 1 e 10
x106/mL; livelli basali di FSH, LH, prolattina, testo-
sterone e inibina B sierici nella norma; anamnesi ne-
gativa per criptorchidismo, varicocele, infezioni del
tratto urogenitale, malattie croniche sistemiche; anti-
corpi antispermatozoi; microdelezioni del cromosoma
Y; anomalie del cariotipo; mutazioni del gene CFTR.
Per quanto riguarda la partner femminile (etd < 37 an-
1), sono state incluse solo pazienti con assenza di altri
fattori di sterilith eccetto da causa tubarica. Tutti i pa-
zienti sono stati sottoposti a spermiogramma secondo
le linee guida OMS, dopo 3-5 giorni di astinenza. Per
valutare la percentuale di DNA spermatico frammen-
tato ¢ stata utilizzata la tecnica del TUNEL assay su
spermatozoi selezionati con la tecnica del gradiente. Ai
pazienti arruolati sono stati somministrati 150 UI di

rFSH a giorni alterni almeno per tre mesi prima della
ICSI. Lo spermiogramma e la valutazione della fram-
mentazione del DNA spermatico sono stati eseguiti
prima dell’inizio del trattamento (T0) e quindi dopo il
trattamento. La stimolazione ovarica nella partner
femminile con rFSH ¢ stata preceduta da down-regula-
tion ipofisaria in long-protocol. Sono stati valutati: tas-
so di fertilizzazione e impianto, variazioni dei parame-
tri dello spermiogramma e valutazione del DNA sper-
matico. Una risposta al trattamento ¢ stata definita co-
me variazione di almeno il 10% dell'indice di fram-
mentazione del DNA (DFI) tra TO ¢ T1 con almeno
un DFI < 15% dopo il trattamento. I risultati sono ri-
portati come medie + DS

Risultati

La terapia con rFSH ¢ durata 98.7+15.8 giorni. La
terapia cont rFSH ha portato ad una riduzione statisti-
camente significativa (p<0.05) dei valori di DFI sper-
matico (da 23:3+10.6 a 15.2+9.0). Dai nostri risulta-
ti sono stati identificati tre sottogruppi di pazienti:
gruppo A [16 uomini con DFI basale >15% e che han-
no risposto con una significativa riduzione del loro
DFI (da 24.7+5.3 a 11.7£2.1)]; gruppo B [7 uomini,
con DFI basale < 15% ma in cui non ci sono state mo-
difiche del loro DFI in seguito alla terapia (da
10.8+2.7 2 10.4+1.9)] e gruppo C [5 uomini con DFI
basale > 15%, che non hanno mostrato riduzione si-
gnificativa del loro DFI (da 36.4+11.7 a 32.2+7.9)].
Non sono state trovate differenze nei tassi di fertilizza-
zione e nella qualitd embrionaria in relazione ai loro
parametri di liquido seminale. Dopo I'esecuzione del-
la ICSI sono state ottenute quattro gravidanze nel
gruppo A, ed una nel gruppo B. Nel gruppo C ¢ stata
ottenuta soltanto una gravidanza esitata in aborto alla
quinta settimana di gestazione.

Discussione e conclusioni

La tecnica ICSI & sempre pit1 usata per trattare cop-
pie in cui il partner maschile ¢ affetto da OAT idiopa-
tica. LiOAT ¢ correlata alla presenza di una percen-
tuale maggiore di spermatozoi con DNA frammenta-
to. Uimpossibilitd da parte dell’'operatore di accertare
I'integrita del DNA spermatico dello spermatozoo du-
rante la selezione dello stesso per I'esecuzione della IC-
SI, espone questi pazienti ad insuccesso della tecnica.
Dai nostri risultati, si evince che 'FSH potrebbe mi-
gliorare i valori di DFI in un subset di pazienti. Infat-
ti 'FSH stimola la sintesi di DNA durante meiosi e
mitosi negli spermatogoni attraverso la sua azione sul-
le cellule del Sertoli ed assume quindi un ruolo pro-
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tettivo contro la frammentazione del DNA spermati-
co. Lutilizzo di FSH esogeno bypassa anche le possibi-
li alterazioni dell’asse ipotalamo-ipofisi, come il rap-
porto E-T. Non tutti i pazienti rispondono alla terapia,
ma la valutazione del DFI basale, pud indirizzare nella
selezione dei pazienti che possano beneficiare della te-
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