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1. Farmaci inibitori del TNFa e Malattie reumatiche

[ farmaci inibitori del Tumor necrosis factor alpha (TNFa)', che hanno
come target 1 pazienti non responder alle comuni terapie con
DMARDs( disease modyfing anti-rheumatic drugs), hanno permesso
negli ultimi anni un importante miglioramento sia della qualita di vita
dei pazienti reumatici sia dell’outcome di malattia in termini di
evoluzione del danno clinico e articolare.

In reumatologia il loro utilizzo ¢ prevalentemente indirizzato al
trattamento dell’artrite reumatoide’ (AR) e delle spondiloartriti (SpA),
di cui fanno parte la spondilite anchilosante (SA)”* e I’artrite psoriasica
(PsA)’, condizioni in cui il TNFa svolge un ruolo di primo piano nella
patogenesi e nell’evoluzione del processo infiammatorio.

Nell’AR, caratterizzata da una sinovite erosiva delle piccole
articolazioni ad interessamento poliarticolare e simmetrico, ¢
responsabile della proliferazione delle cellule sinoviali fino a formare
il tipico “panno sinoviale” e dell’attivazione di condrociti e osteoclasti
che conduce al danno erosivo®.

Nelle SpA ¢ coinvolto nell’induzione e nel mantenimento della flogosi

articolare periferica, assiale ed entesica e nella patogenesi delle
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manifestazioni  extra  articolari  rappresentate  principalmente
dall’interessamento oculare e intestinale; nella PsA sia le
manifestazioni cutanee che quelle articolari riconoscono nel TNFa il
mediatore principale, come dimostrato da studi bioptici su cute
articolazioni dei pazienti affetti.

Le malattie reumatiche interessano soggetti in eta giovanile (20-35
anni) che sempre piu frequentemente devono far ricorso all’utilizzo
dei farmaci inibitori del TNFa per un completo controllo
dell’infiammazione articolare e sistemica.

Accanto ad un miglioramento della qualita di vita quotidiana in
termini funzionali, si rende necessario garantire ai pazienti reumatici
anche la sicurezza di un utilizzo a lungo termine di questi farmaci.

Di recente alcuni studi hanno evidenziato il duplice ruolo che il TNFa,
sembra svolgere anche sulla funzione gonadica’->-’; da un lato con la
sua azione anti-apoptotica sulle cellule germinali favorirebbe la
spermatogenesi, dall’altro gli elevati livelli di questa citochina secreta
dai macrofagi interstiziali in particolari condizioni cliniche avrebbero
un effetto inibitorio sulla steroidogenesi'’; inoltre il TNFa presente nel
liquido seminale di soggetti affetti da infezioni urogenitali causerebbe
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riduzione della motilita spermatica e apoptosi degli spermatozoi.

Il cambiamento della storia naturale della malattia, indotto dalle piu
recenti terapie, ha fatto emergere nuove esigenze da parte dei pazienti,
come la necessita di salvaguardare la'' performance riproduttiva, in
considerazione dell’effetto negativo che una sua eventuale perdita
potrebbe determinare sulla qualita di vita di questi pazienti.

Tuttavia alcuni studi clinici inerenti la funzione gonadica in pazienti
affetti da malattie reumatiche infiammatorie croniche, in particolare
con storia di AR e SA'", evidenziano un’alterazione dei livelli
ormonali di androgeni e gonadotropine nel siero; in questi pazienti
accanto ad una riduzione dei livelli di testosterone e suoi derivati si
osservano livelli variabili di ormone luteinizzante (LH)" ed ormone
follicolostimolante (FSH) frequentemente associati ad alterazioni della
spermatogenesi e potenziale infertilita.

Tale alterazione dei livelli androgenici si riscontra piu frequentemente
in pazienti affetti da AR, rispetto ai pazienti affetti da SA e PsA, ¢
sembra essere influenzata dall’attivita di malattia divenendo piu
evidente in corso dei flares di riacutizzazione'. Spesso inoltre ad un

miglioramento delle condizioni cliniche corrisponde un aumento dei
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livelli di testosterone.
Non ¢ tuttavia ancora chiaro se la carenza androgenica sia causa'® o
conseguenza dell’ infiammazione tipica delle malattie reumatiche;
infatti ¢ noto il ruolo protettivo degli androgeni nei confronti
dell’infiammazione sinoviale e sistemica di queste condizioni cliniche
. . .17 N N . .
e delle malattie autoimmuni ', cosi come € stato dimostrato il ruolo
. .18
promovente degli estrogeni .
A conferma di ci0 la maggior incidenza dell’AR nel sesso femminile
rispetto a quello maschile; in quest’ultimo la malattia, non solo
sembra essere associata ad una carenza androgenica ma anche ad
elevate concentrazioni di aromatasi e di conseguenza ad aumentati
livelli di estrogeni, in seguito all’azione stimolatoria sulla sintesi
dell’aromatasi svolta dalle citochine circolanti.
In alcuni studi clinici ¢ stato infatti dimostrato miglioramento dei
parametri di attivita di malattia e della clinica in seguito a terapia
- : .19 20
androgenica o antiestrogenica - .
Anche le terapie con anti-TNFo hanno evidenziato, associata al

miglioramento clinico e funzionale e al miglior controllo

dell’infiammazione, normalizzazione dei livelli sierici degli ormoni
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androgeni, soprattutto testosterone e deidroepiandrosterone.

Inoltre per alcune terapie utilizzate per il trattamento della malattie
reumatiche, come la salazopirina, ¢ stato ripetutamente dimostrato un
ruolo inibitorio nei confronti della spermatogenesi con alterazione dei
parametri spermatici’’; tali alterazioni erano rappresentate da
riduzione della conta degli spermatozoi, riduzione della motilita
progressiva ¢ maggior frequenza di anomalie morfologiche, ma si
mostravano reversibili alla sospensione del farmaco™.

Il seguente studio nasce dunque per valutare se I’utilizzo della terapia
con farmaci biologici inibitori del TNFa possa determinare un
miglioramento dell’ipogonadismo frequentemente riscontrato nelle
condizioni infiammatorie croniche; allo stesso tempo si propone una
stima dell’effetto delle suddette terapie sulla funzione gonadica ¢ la

prevalenza di oligospermia e astenospermia nei soggetti esposti.
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2. Spermatogenesi

La spermatogenesi ha inizio nel testicolo con la puberta e comprende
I’intero processo che dallo spermatogonio porta alla formazione dei
gameti maschili o spermatozoi>.

Questo processo di differenziazione e maturazione avviene nei tubuli
seminiferi nel cui epitelio si trovano due tipi di cellule: le cellule di
Sertoli (CS) e le cellule spermatogonie. Nell’intersizio del testicolo si
trovano invece le cellule di Leydig (CL) che regolano la
spermatogenesi con la secrezione di testosterone.

Le CS sono localizzate in un singolo strato sulla membrana basale
strettamente adese tra loro e svolgono funzione di supporto e di
nutrimento nei confronti delle cellule germinali, presiedendo alla
secrezione di ormoni, citochine e altre molecole biologiche
direttamente coinvolte nella spermatogenesi.

Tra una CS e ’altra, poco distante dalla membrana basale, un’ insieme
di complessi e proteine giunzionali garantisce 1’aderenza tra cellule
adiacenti e forma la barriera ematotesticolare (BTB)".

Questa divide [Depitelio seminifero in due compartimenti
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funzionalmente distinti: il compartimento basale dove le cellule
spermatogonie proliferano e differenziano in spermatociti e il
compartimento apicale in cui si svolge il processo di maturazione che
porta al rilascio degli spermatozoi nel lume tubulare.

Le cellule spermatogonie si trovano invece nel compartimento basale
al di sotto della BTB e si muovono verso il compartimento apicale e
verso il lume tubulare nel corso del processo di maturazione.

Nella spermatogenesi  possiamo  distinguere due fasi: la
Spermatocitogenesi, a sua volta suddivisa in Spermatogoniogenesi €
Spermiocitogenesi, che ha luogo nel compartimento basale e la
Spermiogenesi che viene portata a termine nel compartimento apicale.
Nella spermatogoniogenesi si assiste , attraverso un susseguirsi di
divisioni mitotiche, alla proliferazione delle cellule spermatogonie o
spermatogoni”. Nei tubuli seminiferi sono presenti tre tipi di
spermatogoni: Spermatogoni Ad (scuri) che a loro volta danno origine
a spermatogoni Ap (chiari) e spermatogoni B.

Gli spermatogoni A restano confinati nel compartimento basale e
costituiscono la riserva permanente degli elementi germinali, mentre

gli spermatogoni B migrano verso il compartimento apicale ed in

9

Maria Giovanna Longu
“ Effetto dei farmaci inibitori del Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFa) sui parametri del liquido seminale di pazienti affetti da malattie reumatiche “
Tesi di dottorato in scienze biomediche, indirizzo in fisiopatologia medica, Universita di Sassari



seguito ad ulteriore divisione mitotica diventano spermatociti primari
che, a loro volta, vanno incontro alla prima divisione meiotica dando
origine agli spermatociti secondari. Questi durante la prima fase della
meiosi, la profase, attraversano vari stadi passando dallo stadio di
leptotene allo stadio di zigotene, pachitene , diplotene e quindi
diacinesi. Lo spermatocita pre-leptotene ¢ quello che compie il
passaggio attraverso la BTB dirigendosi verso il compartimento
apicale dove da ogni spermatocita secondario, che possiede corredo
diploide, con la seconda divisione meiotica, originano due spermatidi
con corredo cromosomico aploide.

A questo punto ogni spermatide, nella fase della spermiogenesi, va
incontro ad una serie di modifiche conformazionali completando, con
la condensazione del nucleo, la riduzione del citoplasma e la
formazione dell’acrosoma e del flagello, la sua trasformazione in
spermatozoo.

Lo spermatozoo, rilasciato nel lume del tubulo seminifero, acquisira la
capacita fecondante nel passaggio attraverso 1’epididimo.

A questo punto la fagocitosi da parte della CS del citoplasma residuo
dello spermatozoo, determina attivazione di alcune citochine che
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innescano 1 meccanismi di ristrutturazione della BTB consentendo il
passaggio di un altro spermatocita e cosi il processo spermatogenetico
continua incessantemente.

L’intero processo della spermatogenesi, della durata di circa 74 giorni,
¢ strettamente regolato”® dall’azione endocrina dell’asse ipotalamo-
ipofisario, dall’azione paracrina delle cellule residenti del testicolo
(CS e CL) e dall’attivita di ormoni e citochine secreti dai diversi tipi
cellulari presenti nel testicolo.

L’asse ipotalamo-ipofisario presiede alla regolazione della
spermatogenesi con la secrezione dell” ormone stimolante il rilascio
delle gonadotropine (GnRH) da parte dell’ipotalamo che stimola la
secrezione delle gonadotropine, 1’ ormone luteinizzante (LH) e
I’ormone follicolostimolante (FSH), da parte dell’ipofisi.

Le gonadotropine LH ed FSH?' agiscono interagendo con i loro
recettori situati rispettivamente sulle CL e sulle CS e svolgono un
ruolo cruciale nel controllo delle funzioni riproduttive , regolando sia
la gametogenesi che la sintesi di ormoni sessuali.

Le CL si trovano nell’interstizio del testicolo strettamente adese ai

macrofagi residenti e, sotto stimolo dell’LH, producono testosterone
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(T) che diffonde attraverso la membrana basale nell’epitelio del tubulo
seminifero garantendo la sua azione di stimolo sulla spermatogenesi.
Lo stesso testosterone agisce poi sul controllo ipotalamico del
processo spermatogenetico inibendo con meccanismo di feedback
negativo la secrezione dell’LH da parte dell’ipofisi.

Le CS sono invece localizzate in unico strato sulla membrana basale
del tubulo seminifero e svolgono funzione di sostegno e nutrimento
per le cellule germinali in maturazione con la secrezione e il trasporto
di transferrina, lattato, ceruloplasmina (sotto 1’azione dell’FSH).
Inoltre le CS regolano il numero di cellule germinali che proseguira
verso la spermatocitogenesi grazie ad un meccanismo di apoptosi
cellulare indotta dal legame FAS-FASL, appartenenti rispettivamente
alla famiglia del TNF (fattore di necrosi tumorale) e dei recettori del
TNF ed espressi il primo sulle cellule germinali ed il secondo sulle
CS.

Sotto lo stimolo dell’FSH*® le CS producono ABP (proteina legante
gli androgeni) che garantisce la giusta concentrazione di testosterone
necessaria alla maturazione delle cellule germinali, e un’aromatasi che
favorisce la trasformazione del testosterone in estrogeni, utili per il
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proseguimento del processo maturativo.

Le CS esercitano anche un controllo sulla regolazione ormonale
endocrina svolta dall’asse ipotalamo-ipofisario con la secrezione di
inibina e activina che intervengono con un meccanismo di feedback
sul rilascio del GnRH ipotalamico e quindi sul rilascio di LH ed FSH.
L’activina® secreta dalle CS in risposta all’azione di citochine locali,
come IL-la secreta dalle stesse CS e TNFa secreto dalle cellule
germinali, agisce da stimolo sulla liberazione di FSH; mentre I’inibina,
prodotta anche essa dalle CS in seguito a stimolazione FSH-mediata,
sopprime selettivamente la secrezione di FSH ipofisario mediante

inibizione dell’activina.

13

Maria Giovanna Longu
“ Effetto dei farmaci inibitori del Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFa) sui parametri del liquido seminale di pazienti affetti da malattie reumatiche “
Tesi di dottorato in scienze biomediche, indirizzo in fisiopatologia medica, Universita di Sassari



2.1 La Barriera ematotesticolare (BTB)

A livello del tubulo seminifero la spermatogenesi viene suddivisa in
due compartimenti ( basale ed apicale o adluminale) dalla BTB che ha
il compito di impedire sia il passaggio dal circolo ematico e
dall’interstizio di molecole nocive per le cellule germinali, sia il
reflusso delle stesse cellule germinali immature verso 1’interstizio e il
circolo ematico, dove verrebbero riconosciute come non-self dal
sistema immune ed eliminate.

La BTB ¢ costituita da diversi complessi proteici che formano
giunzioni serrate® e legami tra CS adiacenti nell’epitelio del tubulo
seminifero. I complessi proteici sono rappresentati da complessi di
“ancoraggio”, con 1 loro adattatori e regolatori associati, che
garantiscono 1’aderenza tra due CS vicine ( tigth junction — TJ e basal
ES dove ES sta per specializzazione ectoplasmica) o tra CS e cellula
germinale ( desmosomi e apical-ES). Altri complessi di ancoraggio
mantengono sulla membrana basale CS e spermatogoni
(emidesmosomi); esistono poi altri complessi proteici con funzione di
comunicazione che formano dei veri e propri canali di scambio o
trasporto per facilitare il rilascio di sostanze da e nell’ambiente
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extracellulare (Gap-junction).

La BTB non ¢ una struttura stabile , ma va incontro ad un continuo
rimaneggiamento con distruzione e ricostruzione per garantire il
passaggio tra 1 due compartimenti delle cellule germinali in
maturazione, in particolare dello spermatocita preleptotene, durante il
ciclo epiteliale della spermatogenesi. Si assiste dunque ad uno
“spostamento” della BTB che viene distrutta davanti allo spermatocita
in transito e ricostruita dietro di esso.

La BTB assolve dunque a diversi compiti importanti, tutti garantiti

dalla sua impermeabilita:

° Limita 1 flussi di biomolecole, sostanze nutritive e tossici nel
compartimento apicale dove avviene lo sviluppo post-meiotico delle

cellule germinali;

o Isola e preserva I’ambiente cellulare durante la spermatogenesi
garantendo I’accesso di ormoni e nutrienti nel compartimento in cui si
trovano le cellule in attiva replicazione e proteggendo invece le cellule

in differenziazione e maturazione oltre la BTB;

o Agisce come una barriera immunologica in quanto contribuisce

allo stato di immunoprivilegio del testicolo evitando 1’esposizione di
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antigeni transitoriamente espressi dalle cellule germinali in

maturazione € la conseguente reazione del sistema immunitario;

J Conferisce la polarita cellulare dell’epitelio del tubulo
seminifero grazie a specifiche proteine di polarita; queste consentono
il dislocamento di organelli, cellule e complessi proteici all’interno o
tra CS in rapporto alle esigenze della spermatogenesi e regolano 1
flussi delle vescicole endocitosiche nel processo di distruzione e
ricostruzione della BTB. Cosi, grazie alla presenza delle proteine di
polarita, 1 nuclei delle CS si trovano confinati a livello basale, mentre
gli spermatozoi vengono orientati in modo da occupare meno spazio
possibile con la testa rivolta verso la membrana basale e la coda verso
il lume del tubulo seminifero.

La BTB ¢ necessaria, come dimostrato da esperimenti sui ratti, per
un’adeguata e puntuale spermatogenesi; infatti, 1’utilizzo di sostanze
tossiche per alcuni componenti della BTB determina allo stesso tempo
distruzione della BTB con diffusione di un tracciante nel
compartimento apicale e blocco della spermatogenesi, almeno finche
la BTB non venga ricostituita.

In questo continuo rimaneggiamento della BTB sembrano svolgere un
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ruolo importante meccanismi complessi in cui si alternano le azioni di
ormoni sessuali, citochine prodotte localmente e proteine chinasiche

non recettoriali (tirosin chinasi) che agiscono su singoli componenti

della BTB.

Il testosterone”' secreto dalle CL interagendo con il recettore per gli
androgeni espresso dalle CS svolge numerose azioni nella regolazione
di diversi aspetti della spermatogenesi; ha infatti un ruolo promovente
nella proliferazione e differenziazione delle cellule spermatogonie,
nella progressione del ciclo epiteliale del tubulo seminifero e nel
garantire € mantenere 1’adesione tra le CS e tra CS e cellule germinali.
Inoltre contribuisce al mantenimento dello stato di immunoprivilegio
del testicolo essendo direttamente coinvolto nel mantenimento
dell’integrita della BTB, nella maturazione delle CS e nella loro
polarizzazione; a dimostrazione di ci0 in esperimenti in Vvitro
I’inattivazione del recettore per gli androgeni determina alterazione
dell’integrita della BTB con alterazione della polarita e della
maturazione delle CS.

Infine la presenza del testosterone garantisce la stabilita delle TJ
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stimolando la sintesi delle proteine che le costituiscono e la loro
localizzazione all’interfaccia delle CS; in caso di distruzione e
ricostruzione della BTB nel passaggio dello spermatocita, promuove i
meccanismi di endocitosi , transcitosi e riciclo delle proteine integrali
di membrana dalla “vecchia BTB” e favorisce il loro ricollocamento

nella “nuova BTB”.

Anche gli estrogeni sono coinvolti nella regolazione della
spermatogenesi ¢ del rimaneggiamento della BTB. Questi,
nell’ambiente  testicolare  vengono prodotti dal complesso
dell’aromatasi per conversione del testosterone e agiscono tramite 1
loro recettori1 (ER) espressi su CL, CS, spermatociti primari e
spermatidi.

Alcuni studi in vitro , confermati poi da studi in vivo, hanno
dimostrato 1l ruolo di supporto degli estrogeni per le cellule somatiche,
di regolazione nell’apoptosi e nella spermiogenesi.

L’azione degli estrogeni determina ritardo della spermatogenesi per
I’assenza di una funzionale BTB e questo effetto di alterazione

dell’integrita della BTB sembra essere mediato da variazioni nella
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distribuzione delle proteine di membrana con destabilizzazione delle
TJ.

Dal momento che I’aromatasi risulta essere espressa ad alti livelli
negli spermatociti, durante il ciclo epiteliale del tubulo seminifero, al
passaggio dello spermatocita preleptotene attraverso la BTB, si
riscontrano elevati livelli di aromatasi e quindi della concentrazione di
estrogeni che inducono un’iniziale destabilizzazione della barriera,
stimolando 1’endocitosi delle proteine di membrana e consentendo
I’entrata dello spermatocita nel compartimento apicale.

Cosi sotto 1’azione degli ormoni sessuali si assiste alla distruzione

della vecchia BTB e all’iniziale ricostruzione di una nuova BTB.

In questo continuo rimaneggiamento intervengono anche
proteinchinasi, soprattutto p38-MAPK e JNK ( p38 mitogen-activated
protein kinases e jun n-terminal kinase), che agiscono sullo stato di
fosforilazione delle proteine integrali di membrana e dei loro
adattatori e regolatori. Le proteinchinasi (soprattutto le tirosinchinasi)
garantiscono [’adesione cellulare e regolano 1 meccanismi di

endocitosi, transcitosi e riciclo delle proteine durante le fasi di
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distruzione e assemblaggio della BTB.

Infine, tra 1 piu importanti regolatori del processo spermatogenetico, le
citochine ( TNFo, TGFB, IL-1a, IL-12, IFNy)* prodotte da cellule
residenti e cellule germinali ( spermatociti e spermatidi in varie fasi di
maturazione), concorrono al coordinamento dei meccanismi di
adesione cellulare, endocitosi e transcitosi dei complessi proteici, loro
degradazione o riciclo. A livello testicolare vengono prodotte
numerose citochine con funzioni diverse talvolta in antagonismo tra
loro, ma le piu fini regolatrici negli eventi della spermatogenesi e nei
meccanismi strutturali della BTB sono TNFa, TGFB e IL-1a, che
operano attraverso meccanismi e vie di regolazione e trasduzione tra
loro indipendenti interagendo con 1 rispettivi recettori espressi sulle

CS.

Il TGF, nelle sue isoforme B2 e B3, agisce in complesso con 1 suoi
recettori TGFB-RI,TGFB-RII e TGFB-RIII e reclutando altre molecole
adattatrici come proteine chinasi (p38-MAPK) e complessi di polarita,
alterando I’integrita della BTB e ’adesione cellulare®.

Sia in studi in vitro che in vivo ¢ stato dimostrato come il TGFp,

20

Maria Giovanna Longu
“ Effetto dei farmaci inibitori del Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFa) sui parametri del liquido seminale di pazienti affetti da malattie reumatiche “
Tesi di dottorato in scienze biomediche, indirizzo in fisiopatologia medica, Universita di Sassari



prodotto dalle CS, da spermatociti e spermatidi “giovani”, determina
attraverso la via della p38- MAPK una destabilizzazione delle TJ con
transitoria apertura della BTB e promuove I’endocitosi delle proteine

destinandole alla degradazione endosoma-mediata.

L’IL-1a, anche essa prodotta da spermatociti, spermatidi e CS, altera
la permeabilita della BTB causando la distruzione dei filamenti di
actina propri di alcuni complessi di ancoraggio come basal-ES ed
apical-ES senza pero modificare 1 livelli delle proteine. E’ in grado
tuttavia di aumentare le cinetiche di endocitosi di alcune proteine
riducendone la degradazione ed indirizzandole verso la via del

riciclo®.

Il TNFa viene prodotto a livello testicolare da CS, spermatociti e
spermatidi ad ogni stadio di maturazione e dalle cellule interstiziali*’.
Le sue azioni sono mediate dai recettori TNF-RI e TNF-RII .

Assolve a diversi compiti nel portare avanti il processo
spermatogenetico: svolge un ruolo antiapoptotico nei confronti delle

cellule germinali in maturazione; stimola ’espressione del recettore
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per gli androgeni nelle CS e la disponibilita e il trasporto di ferro e
lattato per il sostentamento delle cellule germinali; regola il processo
di spermiazione, favorendo il distacco e la liberazione nel lume
tubulare degli spermatozoi; ¢ in grado di inibire la produzione ¢ la
secrezione di testosterone dalle CL.

I suoi recettori risultano espressi da diversi tipi cellulari ( CS,
macrofagi, linfociti, CL e cellule germinali) e le sue azioni dipendono
dal tipo di recettore coinvolto e dall’attivazione di specifici
adattatori/regolatori. A livello della BTB ne favorisce la distruzione,
come riscontrato da sudi morfologici in vitro e funzionali in vivo in
cui , utilizzando sostanze traccianti, si ha prova della mancanza di una
funzionale BTB, in quanto la sostanza tracciante diffonde senza
ostacoli nel compartimento apicale in caso di esposizione a TNFa.

I TNFa ¢ in grado di indurre da parte delle CS la sintesi e
I’attivazione di alcune metalloproteasi (MMP9) che agiscono
degradando il collagene della membrana basale con conseguente
compromissione dell’integrita di membrana proprio nel momento in
cui si verifica il transito dello spermatocita dal compartimento basale a
quello apicale.
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Al pari di TGFp e testosterone incentiva 1’endocitosi delle proteine
integrali di membrana, indirizzandole pero verso la degradazione.
Pertanto il TNFa risulta essere il principale responsabile degli eventi
che dirigono e accompagnano il passaggio dello spermatocita
attraverso 1 due compartimenti. Con un’azione diretta sui complessi
proteici di adesione e ancoraggio altera la struttura della vecchia BTB
che si trova davanti allo spermatocita in transito, ma in contemporanea,
stimolando I’azione I’androgenica, agevola la costruzione della nuova
BTB che inizia ad assemblarsi dietro lo spermatocita in transito,
garantendo sempre il mantenimento dell’integrita e dell’
impermeabilita della BTB.

Questa stretta interazione tra ormoni, citochine, proteinchinasi non
recettoriali, proteine integrali di membrana e complessi di polarita,
fornisce un efficace sistema per garantire 1’integrita di membrana
durante il ciclo epiteliale del tubulo seminifero, segregando i due
diversi compartimenti e preservando le cellule germinali da insulti
esterni, contribuendo infine al mantenimento dello stato di

immunoprivilegio del testicolo.
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3. 11 TNFa

Il TNFa ¢ una citochina appartenente alla famiglia dei TNF.

Presenta una struttura omotrimerica ¢ ciascuna unita del peso di
17KDA ¢ costituita da 156 aminoacidi.

I TNFa svolge numerose funzioni biologiche: controlla
I’eliminazione delle cellule tumorali e regola 1 processi di
proliferazione cellulare; essendo coinvolto nei processi inflammatori
vi svolge il doppio ruolo di potente stimolatore autocrino e induttore
paracrino di altre citochine.

L’attivita TNF-mediata si compie attraverso ’interazione con 1 suoi
recettori solubili o trans membrana; questi recettori, TNF-RI e TNF-
RII, sono organizzati come dimeri sulla superficie di diversi tipi
cellulari e legando il TNFa danno inizio al segnale di trasduzione e ad
una grande varieta di risposte biologiche.

Alcune di queste risposte stimolano I’inflammazione e la
proliferazione cellulare e dipendono dall’attivazione dei fattori NF-
KB (fattore nucleare KB) e AP-1, che inducono ex novo la
trascrizione di diversi genti, tra cui quelli antiapoptotici.

Altri membri della famiglia det TNF-R (TNF-RI e FAS) traducono
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segnali che portano alla morte cellulare per apoptosi, attivando
prevalentemente la via delle caspasi.

La diversa risposta biologica dipende dunque sia dal recettore attivato
sia dal tipo cellulare coinvolto.

Diversi autori hanno descritto un possibile ruolo del TNFa anche sulla
funzione gonadica; coinvolto nella spermatogenesi sembra svolgere la
sua azione soprattutto sulle CS e sulle CL.

Da un lato, a livello dei tubuli seminiferi, il TNFa secreto da
spermatociti e spermatidi interferisce con il processo di apoptosi delle
cellule germinali alterando il sistema FASL/FAS, causando una down
regulation dell’espressione del FASL sulle CS. Inoltre stimola sulle
CS la secrezione di transferrina e lattato, che vengono utilizzati come
fonte energetica dalle cellule germinali in attiva proliferazione.

In diversi studi morfologici ¢ stata dimostrata la presenza di macrofagi
interstiziali strettamente adesi alle CL; questo ha portato ad ipotizzare
(e dimostrare poi in studi in vitro) un’azione paracrina del TNFa
secreto da questi macrofagi in particolari condizioni infiammatorie
croniche e disordini immunitari sul rilascio di testosterone da parte

delle CL.

25

Maria Giovanna Longu
“ Effetto dei farmaci inibitori del Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFa) sui parametri del liquido seminale di pazienti affetti da malattie reumatiche “
Tesi di dottorato in scienze biomediche, indirizzo in fisiopatologia medica, Universita di Sassari



Gli studi clinici riportano dati contrastanti sulla presenza del TNFa nel
fluido seminale in determinate situazioni e sui suoi effetti sulla
mobilita degli spermatozoi.

I TNFa in sinergia con altre citochine pud essere responsabile
dell’infertilita riscontrata in soggetti con lesioni del midollo spinale
che presentano una ridotta motilita spermatica.

Una riduzione della motilita spermatica ¢ stata inoltre verificata anche
in soggetti con infezioni genitourinarie dove sembra essere correlata
alla presenza di leucocituria e di TNFa secreto dai leucociti nel fluido
seminale. In questi soggetti con la terapia antibiotica si assiste alla
progressiva normalizzazione della mobilita spermatica.

Nelle donne con endometriosi gli elevati livelli di TNFa nel liquido
peritoneale sembrano essere la principale causa di infertilita,
responsabili della riduzione della mobilita spermatica nelle vie genitali
femminili; ’aggiunta in vitro di un anticorpo monoclonale anti-TNFa,
a conferma di questa ipotesi, appare in grado di bloccare questo effetto
inibitorio del liquido peritoneale sulla mobilita spermatica.

In letteratura si ritrovano pareri discordanti.

In alcuni reports clinici si parla del riscontro di astenospermia in
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pazienti con SA dopo trattamento con anti-TNFa.

In diversi esperimenti in vitro invece ¢ stata dimostrata la possibilita
di bloccare 1’azione antiapoptotica indotta dal TNFa su cellule
germinali, con I’aggiunta di infliximab (un anticorpo monoclonale
inibitore del TNFa) ad una cultura di tubuli seminiferi.

Altri studi in vitro rilevano un miglioramento della motilita di
spermatozoi in contatto con liquido peritoneale di donne con
endometriosi dopo I’aggiunta di anticorpi monoclonali anti-TNFa o
bloccanti recettoriali del TNFa.

Una riduzione della percentuale di astenospermia si riscontra nel
liquido seminale sia di pazienti con lesioni del midollo spinale con I’
aggiunta di un inibitore del TNFa, sia nel liquido seminale di donatori
sani , esposto a dosi elevate di TNFa e poi trattato con anticorpi
monoclonali anti-TNFa.

Dal momento che 1 farmaci inibitori del TNFa fanno ormai parte della
pratica clinica quotidiana in reumatologia, abbiamo condotto uno
studio per valutare in vivo D’effetto di questi farmaci su funzione
gonadica e motilita spermatica in soggetti affetti da malattie

reumatiche infiammatorie croniche esposti a trattamento con farmaci
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bloccanti 1’azione del TNF>%37-38-3,
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4. Obiettivi
Valutare l'effetto della terapia con farmaci inibitori del TNF-alpha
sulla conta e motilita degli spermatozoi in pazienti affetti da malattie

articolari inflammatorie croniche (MAIC).

Endpoints studio cross-sectional:

a) differenza, tra 1 pazienti in trattamento con anti-TNFalpha e i
pazienti in trattamento con DMARDSs/FANS, dei seguenti parametri
nel campione di liquido seminale:

- numero di spermatozoi (10°/mm”)

- % di spermatozi con motilita progressiva A+B

Endpoints studio prospettico open-label:

a) differenza dei seguenti parametri nelle caratteritiche del campione
di liquido seminale fornito dai pazienti al basale prima della terapia e
dopo almeno 6 mesi di terapia con anti-TNF:

- numero di spermatozoi (10%/mm?)

- % di spermatozi con motilita progressiva A+B
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5. Disegno dello studio
Sono stati condotti due studi, di cui uno con disegno osservazionale

cross-sectional e 1'altro con disegno prospettico open-label

a) studio cross-sectional:

Studio osservazionale cross-sectional con popolazioni di confronto
predefinite. Sono stati considerati casi i soggetti affetti da MAIC in
terapia con inibitori del TNF-a al momento della valutazione. Sono
stati considerati come controlli 1 soggetti affetti da MAIC che non
assumevano e che non avevano mai assunto farmaci inibitori del TNF-
a e che al momento della raccolta del campione di liquido seminale

erano in terapia con DMARDs/FANS.

b)studio prospettico open-label:

Studio prospettico (open-label, interventional, proof-of-concept).
Il campione di liquido seminale ¢ stato fornito dai pazienti in
trattamento con farmaci anti-TNFalpha al basale prima della terapia e

al controllo dopo almeno 6 mesi di terapia
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6. Materiali e metodi

Pazienti

Sono stati invitati a partecipare allo studio tutti 1 pazienti consecutivi
affetti da MAIC (AR, PsA e SA) afferenti agli ambulatori del Servizio
di Reumatologia dell’Azienda Ospedaliera Universitaria di Sassari
(Sassari, Italy) nel periodo compreso tra il 1 Gennaio 2008 e il 10
Novembre 2011.

Sono stati arruolati 1 pazienti che soddisfacevano 1 seguenti criteri di
inclusione:

1. Diagnosi di AR secondo i critert ACR del 1987 (12)

2. Diagnosi di PsA secondo 1 criteri CASPAR del 2006 (13)

3. Diagnosi di SA secondo i criteri di NY modificati del 1984 (14)
4. Terapia in corso con farmaci inibitori del TNF-a

5. Terapia in corso con farmaci DMARDs o FANS

6.  Assenza di evidenze anamnestiche o cliniche di infezioni nei tre
mesi precedenti all’arruolamento

7. Assenso alla partecipazione allo studio
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Raccolta e refertazione delle caratteristiche del campione di liquido
seminale

Tutti 1 pazienti partecipanti allo studio hanno raccolto mediante
masturbazione un campione di liquido seminale in un contenitore
sterile a bocca larga, in ambiente domestico, dopo un periodo di
astinenza di 3-5 giorni.

Il campione cosi raccolto, veniva consegnato entro 50 minuti dalla
raccolta, evitando escursioni termiche di rilievo, presso il laboratorio
analisi della Clinica Ostetrica ¢ Ginecologica dell’Universita di
Sassari dove veniva immediatamente analizzato. I risultati venivano
riportati utilizzando come valori di riferimento quelli proposti
dall’Organzzazione Mondiale della Sanita del 1999 (vedi appendice 1).
I campioni di liquido seminale sono stati refertati secondo le seguenti
classificazioni:

Normospermia: concentrazione spermatica entro il range di
riferimento

Oligospermia: concentrazione spermatica inferiore ai valori di
riferimento

Astenospermia: motilita inferiore ai valori di riferimento
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Teratospermia: conta di spermatozoi con morfologia normale inferiore
ai valori di riferimento

Azoopermia: assenza di spermatozoi nell’eiaculato

Dosaggi ormonali

E’ stato inoltre ottenuto mediante puntura venosa, eseguita a digiuno
dopo almeno 12 ore di riposo notturno, un campione di sangue per la
valutazione dell’assetto ormonale il giorno in cui venivano raccolti 1
campioni d liquido seminale. Il campione di sangue veniva quindi
immediatamente centrifugato e il siero cosi ottenuto veniva aliquotato
e conservato a -20°C.

Al termine dello studio veniva eseguito il dosaggio di FSH, LH, PRL,
T, e FT nei soggetti con spermiogramma patologico. Il dosaggio del T
¢ stato eseguito con test ELISA competitivo
IMMUNOLITE/IMMUNOLITE 1000  (Siemens  Healthcare
Diagnostic UK).

I dosaggi di PRL, FSH e LH sono stai eseguiti con dosaggio
immunometrico in chemiluminescenza in fase solida a doppio sito con

IMMUNOLITE/IMMUNOLITE 1000  (Siemens  Healthcare
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Diagnostic UK).
Il dosaggio del FT ¢ stato eseguito con metodica radioimmunologica,

Free Testosterone Bridge (Adaltis Italia spa).

Indici di attivita di malattia

E’ stata valutata I’attivita di malattia impiegando i seguenti indici:

1)  DAS, Disease Activity Score (vedi appendice 3)

2)  BASDALI, Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index
3)  BASFI, Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index

4)  HAQ, Health Assesment Questionnaire

5) HAQs, Health Assesment Questionnaire modificato per le

spondiloartriti
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7. Analisi statistica

L’analisi della distribuzione dei dati (Skewness e Kurtosis test) con il
test di Kolmogorov-Smirnov ha dimostrato una distribuzione normale
per tutte le variabili con 1’eccezione della durata di malattia e
del’HAQ. Il confronto tra le medie delle variabili continue con
distribuzione normale ¢ stato eseguito con il ¢-test e tra le medie delle
variabili continue con distribuzione non normale con il Mann Whitney
U test. 1l t-test per dati appaiati & stato impiegato per il confronto
delle medie delle variabili in esame prima e dopo terapia.

11 confronto delle variabili discrete & stato eseguito con il zest y° . Sono
stati considerati significativi valori di p per test a due code inferiori a
0.05. L’analisi statistica ¢ stata eseguita con il software SPSS 11.1

(Chicago, IL).
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8. Risultati

Risultati studio cross-sectional

Dei 55 pazienti invitati a partecipare allo studio, 28 hanno rifiutato e
27 hanno raccolto il campione di liquido seminale secondo le
raccomandazioni indicate nel protocollo.

Il gruppo dei casi era costituito da 15 pazienti, di cui 4(26.6%) affetti
da PsA, 3(20%) da AR e 8(53.3%) da SA; Sette pazienti assumevano
etanercept e 8(53.3%) adalimumab.

Il gruppo dei controlli era costituito da 12 pazienti, 4(33.3%) affetti da
PsA, 5(41.6%) da AR e 3(25%) da SA; Di questi, 7(58.3%) erano in
monoterapia con methotrexate(MTX), 2 (16.6%) assumevano MTX in
associazione con idrossiclorochina(HCQ) e 1(8.3%) assumeva
leflunomide(LFN). Due pazienti(16.6%) erano in terapia con FANS.
Nella tabella 1 sono riportate le caratteristiche demografiche e di
attivita di malattia dei due gruppi di pazienti. I due gruppi risultavano
omogenei per quanto riguarda eta, attivita di malattia. I pazienti affetti
da SpA in terapia con anti-TNF rispetto ai controlli avevano una

durata di malattia significativamente maggiore.
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Non sono state rilevate differenze statisticamente significative tra casi
e controlli per quanto riguarda il numero degli spermatozoi degli
spermatozoi (56.7 + 43.9 x 10°/ml spermatozoi nel gruppo dei pazienti
non trattati vs 55.1 + 353 x 10%ml spermatozoi nel gruppo dei
pazienti trattati con inibitori del TNF-a, p=0.91 (vedi grafico 1).
L'analisi condotta per proporzione di pazienti con astenospermia nei
due gruppi d'analisi ha confermato I'assenza di differenze significative
(p=0.82) (prevalenza di oligospermia nel gruppo dei pazienti trattati
(3/15, 20%) con inibitori del TNF-a rispetto al gruppo dei pazienti non
trattati (2/12, 16.7%).

Al contrario la mobilita degli spermatozoi nei pazienti in terapia con
inibitori del TNF-a ¢ risultata significativamente migliore rispetto a
quella dei pazienti in terapia tradizionale. Infatti sono risultati
astenospermici 6/12 (50%) pazienti in terapia con farmaci tradizionali
rispetto a 2/15 (13.3%) pazienti in terapia con inibitori del TNF-a
(p=0.038) (vedi tabella 2).

La presenza di astenospermia nei controlli ¢ risultata
significativamente associata con 1’assenza di terapia di fondo con

methotrexate (3 pazienti su 9 in terapia con MTX sono risultati
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astenospermici  (33.3%) wvs 3/3(100%) dei pazienti che non
assumevano MTX).

Valutando la percentuale di spermatozoi con motilita progressiva A+B
vie era una differenza significativa (p = 0.04) tra i casi (0.472 £ 0.154)
e i controlli (0.411 +£0.152),

L’assetto ormonale (T, FT, FSH, LH, PRL) nei pazienti con

oligospermia ¢ risultato nella norma.

Risultati studio prospettico

Sono stati invitati a partecipare allo studio prospettico 50 pazienti, di
cui 25 hanno rifiutato di partecipare e 6 sono stati persi al follow-up.
Non abbiamo riscontrato differenze signifcative per quanto riguarda la
motilita degli spermatozoi nei campioni di liquido seminale raccolti
prima (65,68 + 57,367 x10%mm’) e dopo la terapia (51,89 + 37,6
x10%mm’ ), p = 0.143. Nessuna differenza significativa (p= 0.580)
inoltre era riscontrabile nella mobilita progressiva prima (0,46% =+

0,178) e dopo terapia (0,442 +0,171) (vedi tabelle 3-4 ¢ 5).

38

Maria Giovanna Longu
“ Effetto dei farmaci inibitori del Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFa) sui parametri del liquido seminale di pazienti affetti da malattie reumatiche “
Tesi di dottorato in scienze biomediche, indirizzo in fisiopatologia medica, Universita di Sassari



9. Discussione

Non ¢ noto con certezza, allo stato attuale delle evidenze scientifiche,
quale sia il ruolo delle terapie biotecnologiche con farmaci inibitori
del TNF-alpha sui processi differenziativi che portano dalla cellula
indifferenziata fino allo spermatozoo maturo a livello del tubulo
seminifero e sulle caratteristiche morfofunzionali dello spermatozoo
nel liquido seminale. Mentre infatti, sono noti in larga parte gli effetti
locali del TNF alpha a livello del tubulo seminifero, della barriera
ematotesticolare e nel liquido seminale (anche se perlopiu si tratta di
evidenze mediate da sistemi in vitro e in vivo su animale), non vi sono
ancora dati sull'uomo se non di carattere anedottico-speculativo e
retrospettivo.

L'unica possibilita di raccogliere evidenze di carattere prospettico €
rappresentata dalla necessita di studiare il rapporto tra inibizione del
TNF-alpha e caratteristiche del liquido seminale (e in ultima analisi
potenzialita fecondante) in pazienti affetti da condizioni patologiche
per la terapia delle quali vi sia una indicazione all'uso dei farmaci
inibitor1 del TNF-alpha, come le malattie reumatiche. Questa che

rappresenta una opportunita eccezionale di studiare una via funzionale
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di un sistema biologico in vivo nell'uomo, in parte ne rappresenta
anche un limite in relazione alla necessita di studiare soggetti affetti da
una condizione patologica che di per se puo essere causa di alterazioni
secondarie del processo differenziativo degli spermatozoi e in
definitiva della caratteristiche del liquido seminale.

A questo riguardo, infatti, va osservato che sorprendentemente il
rapporto tra le malattie reumatiche “per se” e la spermatogenesi e le
carateristiche funzionali degli spermatozoi non ¢ stato oggetto, ad oggi,
di osservazione mirata ¢ controllata. Dal punto di vista ipotetico e
speculativo, la presenza di una condizione patologica, quale la
malattia articolare infiammatoria cronica, caratterizzata da una
permanente attivazione della risposta infiammatoria potrebbe
giustificare, visto il ruolo in parte lesivo del TNF-alpha, una
predisposizione del soggetto all'alterazione dei processi di
spermatogenesi e di funzionalita degli spermatozoi maturi.

Quello che conosciamo sul rapporto tra malattie infiammatorie
articolari croniche e caratteristiche del liquido seminale ¢ finora
limitato all'effetto delle terapie con DMARDs. E noto infatti che la

salazopirina possieda un effetto negativo, ma reversibile con la
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sospensione, sul numero degli spermatozoi. Del methotrexate € invece
noto un effetto teratogeno, ma non “sinsu strictu” un effetto
extragenomico, sulla maturazione e sulla mobilita dello spermatozoo.

La prima segnalazione, sull'effetto degli anti-TNF alpha e
spermatogenesi si deve a La Montagna®. Gli Autori riportano la
presenza di asteno-azoospermia in tre pazienti con SA in terapia con
Infliximab, che prima della terapia avevano avuto figli. Il dato,
scarsamente supportato ¢ di natura anedottica, poggia le sue basi
teoriche sulla possibilita che il blocco del TNF-alpha determini
un'apoptosi delle cellule germinali, progenitrici degli spermatozoi
maturi. Evidenze dallo studio su animale, suggerisono che il TNF-a
sia una molecola chiave nel loop regolatorio del numero delle cellule
germinali: sarebbe infatti secreto dagli spermatociti e dagli spermatidi
e agirebbe sul recettore TNFR-1 localizzato sulle CS inibendo
I’espressione su queste ultime di FAS-L e modulando quindi il sistema
FAS/FAS-L responsabile dell’apoptosi delle cellule germinali. A
livello della barriera ematotesticolare inoltre il TNF-alpha agirebbe
inoltre stimolando la secrezione di transferrina e lattato utilizzato dalle

suddette cellule come fonte di energia, determinando il suo blocco una
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riduzione della disponibilita energetica per le cellule germinali e una
conseguente riduzione della loro capacita relativa di entrare nei
successivi stadi differenziativi.

Una prova indiretta a sotegno di questo meccanismo viene dalle
evidenze in vitro con l'infliximab che dimostrerebbero una inibizione
del segnale anti-apoptotico del TNF-o".

Dallo studio condotto, sia nella componente trasversale che in quella
prospettica, non abbiamo avuto modo di documentare signficative
differenze/modificazioni nella conta degli spermatozoi. Inoltre la
prevalenza del’oligospermia nei pazienti esposti all’anti-TNF-a nello
studio cross-sectional e dopo terapia nello studio prospettico € infatti
risultata sovrapponibile a quella riscontrata nella popolazione
maschile fertile. Dati di letteratura riportano una percentuale di maschi
fertili oligospermici variabile dal 2 al 20%***. La dicrepanza rispetto
al dato sperimentale potrebbe essere legata al fatto che a livello del
tubulo seminifero la presenza della barriera emato-testicolare potrebbe
limitare l'accesso all'anti-TNF alpha impedendo il blocco del TNF-a
prodotto localmente.

Mentre il tubulo seminifero, graze alla barriera anatomofunzione
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ematotesticolare, potrebbe essere considerato un santuario
immunologico e un mieleu citochinico funzionalmente indipendente, ¢
invece plausibile che il blocco dell’anti-TNF-a si possa realizzare a
livello interstiziale, ove la produzione di questa citochina da parte dei
macrofagi attivati inibisce la steroidogenesi delle CL.

Peraltro, 1 macrofagi interstiziali producano TNF-alpha in risposta a
condizioni di flogosi sistemica, come si riscontra caratteristicamente
nei soggetti affetti da malattie reumatiche: pertanto la
somministrazione di farmaci anti-TNF-alpha in questi pazienti
potrebbe riequilibrare I'assetto ormonale e di conseguenza 1’intero
processo spermatogenetico.

L'altro aspetto di notevole rlevanza speculativa e clinica ¢
rappresentato dal possibile effetto che elevate concentrazioni seminali
del TNF-apha possano avere sulla motilita spermatozoica.

Elevate concentrazioni di TNF-a nel liquido seminale di soggetti

44-45
sarebbero

infertili con leucocitospermia e/o batteriospermia
ascrivibili ai leucociti migrati nell’epitelio epididimale o in altri tratti

delle vie spermatiche™ in corso di infezioni/inflammazioni cliniche o

subcliniche. In maniera simile il riscontro frequente di astenospermia
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nei soggetti con lesioni del midollo spinale parrebbe essere legato a
elevati livelli nel liquido seminale di TNF-o"’.

Nello studio cross-sectional abbiamo riscontrato una significativa
prevalenza di astenospermia in pazienti 1in terapia con
DMARDs/FANS (50% dei soggetti) rispetto ai soggetti in terapia con
inibitori del TNF-a (13.3% dei soggetti) e alla prevalenza riportata
(Passo Sobreiro, 2005) per 1’astenospermia nella popolazione generale
fertile (2-29.6%).

I dati di una maggiore mobilita degli spermatozoi nei pazienti in
terapia con anti-TNF alpha rispetto ai controlli, alla luce dello studio
prospettico che non mostra differenze in funzione della terapia con
anti-TNF alpha, sarebbe piuttosto da ascrivere a un potenziale effetto
tossico della terapia con DMARDs e in maniera particolare al
methotrexate. L’altra ipotesi €, come gia anticipato, che nei pazienti
con malattie inflammatorie articolari croniche, un minore controllo
della flogosi, sia responsabile dell’elevata prevalenza di astenospermia.
Lo studio condotto presenta dei limiti, sia nella sua componente cross-
sectional che in quella prospettica, che ¢ imperativo sottolineare.

Il primo limite ¢ legato alla mancanza del calcolo della dimensione
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campionaria e alla scarsa numerosita dei campioni, sia nello studio
cross-over come nello studio prospettico.

Peraltro va sottolineato che, come quantitativamente riportato nella
sezione dei metodi, la prevalenza di adesione allo studio nella
popolazione di pazienti screenati € risultata essere estremamente bassa.
L'altro limite dello studio ¢ legato al fatto che la possibilita di
un'infezione delle vie urinarie e genitali ¢ stata esclusa sulla base del
solo giudizio clinico e che non ¢ stata condotta nei pazienti una

valutazione di carattere endocrinologico.
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10. Conclusioni

L’analisi dei dati derivanti dallo studio osservazionale e dallo studio
prospettico non consentono di esprimere giudizi sulla possibilita che
la terapia con farmaci inibitori del TNF-alpha possano avere un effetto
negativo sulla spermatogenesi e sulle caratteristiche funzionali degli
spermatozoi maturi.

Sono peraltro necessari studi a carattere prospettico adeguatamente
dimensionati dal punto di vista numerico per valutare il reale effetto
delle terapie di fondo e della terapia con inibitori del TNF-a sulla
spermatogenesi e sulla motilita spermatica.

Non sono state riscontrate differenze significative (p=0.82) nella
prevalenza della oligospermia nel gruppo dei pazienti
trattati(3/15.20%) con inibitori del TNF-a rispetto al gruppo dei
pazienti non trattati (2/12, 16.7%). Inoltre non sono state rilevate
differenze statisticamente significative tra casi e controlli per quanto
riguarda la media del numero degli spermatozoi(56.7 + 43.9 x 10%/ml
spermatozoi nel gruppo dei pazienti non trattati vs 55.1 + 35.3 x
10°/ml spermatozoi nel gruppo dei pazienti trattati con inibitori del
TNF-a, p=0.91 (vedi grafico 1).

46

Maria Giovanna Longu
“ Effetto dei farmaci inibitori del Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFa) sui parametri del liquido seminale di pazienti affetti da malattie reumatiche “
Tesi di dottorato in scienze biomediche, indirizzo in fisiopatologia medica, Universita di Sassari



Al contrario la mobilita degli spermatozoi nei pazienti in terapia con
inibitori del TNF-a ¢ risultata significativamente migliore rispetto a
quella dei pazienti in terapia tradizionale. Infatti sono risultati
astenospermici 6/12 (50%) pazienti in terapia con farmaci tradizionali
rispetto a 2/15 (13.3%) pazienti in terapia con inibitori del TNF-a
(p=0.038) (vedi tabella 2). La presenza di astenospermia nei controlli
¢ risultata significativamente associata con 1’assenza di terapia di
fondo con methotrexate (3 pazienti su 9 in terapia con MTX sono
risultati astenospermici (33.3%) vs 3/3(100%) dei pazienti che non
assumevano MTX). L’assetto ormonale (T, FT, FSH, LH, PRL) nei

pazienti con oligospermia ¢ risultato nella norma.
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Appendice 1

Volume eiaculato Maggiore o uguale a 2,0 ml

pH Maggiore o uguale a 7,2

Concentrazione spermatozoi Maggiore o uguale a 20 x 10°
spermatozoi/ml

Numero totale di spermatozoi Maggiore o uguale a 40 x 10°

spermatozoi per eiaculato

Motilita entro 60  minuti | Maggiore o uguale al 50% di
dall’eiaculazione spermatozoi con motilita grado a
+ b oppure maggiore o uguale al
25% di spermatozoi con motilita

di grado a

Morfologia 30% o piu spermatozoi normali

Valori di riferimento WHO 1999
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Appendice 2

Volume eiaculato Maggiore o uguale a 1,5 ml

pH Maggiore o uguale a 7,2

Concentrazione spermatozoi Maggiore o uguale a 15 x 10°
spermatozoi/ml

Numero totale di spermatozoi Maggiore o uguale a 39 x 10°

spermatozoi per eiaculato

Motilita entro 60  minuti | Maggiore o uguale al 40% di
dall’eiaculazione spermatozoi con motilita grado a
+ b oppure maggiore o uguale al
32% di spermatozoi con motilita

di grado a

Morfologia 14% o piu spermatozoi normali

Valori di riferimento WHO 2010
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Appendice 3

Calcolo del Disease Activity Score (DAS 0-10) per la valutazione
dell’attivita di malattia

o Indice di Ritchie (RAI 0-78)

o Numero di articolazioni tumefatte (SW 44 0-44)

o VES alla prima ora (0-100)

o Stato globale di salute (GH 0-100)

DAS=0,53938 x V(RAI) + 0,06465 x SW44 + 0,330 x InVES +

0,00722 x GH
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Tabella 1: Caratteristiche demografiche e indici di attivita di malattia di casi e

controlli
Pazienti non in terapia Pazienti in terapia
con anti-TNF n(%) con anti-TNF n(%) )4
Gruppo totale
Eta, anni 475+13.3 41.5+10.6 0.2
Durata di malattia, mesi 103.6 +142.8 128.8 £ 118.6 0.6
SA 3/11 (27.2%) 8/11(72.8%)
Eta, anni 37.6+15 40+9 0.7
Durata malattia, mesi 7+£1.7 162.1 +144.5 0.014
BASFI 283 +27 36.5+30.2 0.6
BASDAI 47+35 4.6+23 0.9
HAQ 1.3+0.7 0.7+0.5 0.1
PsA 4/8(50%) 4/8(50%)
Eta, anni 50.5+16.2 39.7+£15.7 0.3
Durata malattia, mesi 120.7 + 124.2 109.5 +£89.3 0.7
BASDAI 0.7+1.5 42+3.1 0.09
HAQ 0.5+0.4 0.6£0.6 0.6
DAS 22+0.3 2.1+£09 0.7
AR 5/8(62.5%) 3/8(37.5%)
Eta, anni 51.2+8.8 48 £6.5 0.6
Durata malattia, mesi 148 +186.5 65.6+47.1 04
HAQ 0.8+0.3 04+04 0.1
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DAS

25+0.6

2.1+0.3

Tabella 2: Parametri seminali nei casi e nei controlli. Studio cross-sectional

Pazienti in
terapia con
anti-TNF-alpha

Pazienti non in
terapia con
anti-TNF-alpha

(n=15) (n=12)
Oligospermia (%) 3/15 (20%) 2/12 (16.7%) 0.82
Media spermatozoi | 55.1+35.3 56.7+43.9 0.91
(milione/m’)
Astenospermia (%) 2/15 (13.3%) 6/12 (50%) 0.038
Motilita progressiva (% | 47.2+154 41.1+15.2 0,04

A+B)

Grafico 1: Boxplot media spermatozoi nel gruppo di casi e controlli

200
O21
100 =
0 L] L]
N= 12 15

Terapia con DMARDs Terapia con anti-TNF
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Tabella 3: Caratteristiche demografiche e di attivita di malattia dello

studio prospettico

Gruppo totale : 19 pazienti
Eta media ( anni ) : 40+£10(27-64)

Durata media malattia : 81 + 86

Pazienti Pazienti D
Pre-terapia Post-terapia
anti-TNF n(%) anti-TNF n(%)

SA 13/19 pazienti ( 68,42% )

BASFI 3.79+£2.52 3.55+3.24 0.7
BASDAI 6.5+ 1,69 325+25 0.0002
HAQs 0.93 +£0.52 0.7 +£0.68 0.099

PsA 3/19 pazienti ( 15,78% )

BASDAI 3.88+£0.43 0.19+0.18 0.002
HAQs 0.41+£0.38 0.06 £0.11 0.24
DAS 2.74+£1.26 1.01 £0.86 0.04

AR  3/19 pazienti ( 15,78% )
HAQ 0.7+0.57 0.12+0.12 0.19

DAS 4.28+0.90 1.85+0.35 0.3
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Std. Error
Mean Std. Deviation Mean
Mobilita progressiva pre ,46258 178194 ,040880
Mobilitaprogressiva post 44242 171097 ,039252
N spermatozoi pre 65,68 57,367 13,161
N spermatozoi post 51,89 37,600 8,626

Paired Samples t-test

Paired Differences

P5% Confidence
Interval of the
std. Errol_ Difference

Mean [d. Deviatic Mean | Lower | Upper t df |g. (2-taile

Mobilita progress|
Mobilitaprogressi
N spermatozoi pr]
spermatozoi posf

02016 | ,156029 )35796 05505 (,09536 | ,563 18 ,580

13,79 | 39,203 | 8,994 | -5,11 | 32,68 | 1,533 18 ,143

Tabelle 4-5: Motilita progressiva € numero spermatozoi pre e post-terapia.
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