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1 RIASSUNTO

Introduzione: Le malattie sessualmente trasmesse (MST) rappresentano una nota causa
di infertilita maschile. E stata dimostrata D’associazione tra Iinfezione da
papillomavirus (HPV) ed una significativa alterazione dei parametri seminali, in
particolare una riduzione della motilita. Nonostante 'HPV sia stato e sia tutt’ora
oggetto di molti studi, ¢ stato considerato prevalentemente il genere femminile e ad oggi
restano da chiarire molti aspetti in ambito andrologico, su tutti il ruolo clinico e
laboratoristico di questo virus nel liquido seminale, la possibilita di una diffusione nel
circolo ematico e le strategie possibili per contrastare ed accelerare la clearance
dell’infezione.

Scopo: Gli scopi della ricerca sono stati quelli di valutare I'efficacia di una tecnica di
swim-up modificata per la rimozione del’HPV da campioni di liquido seminale
infettati, di indagare la possibile associazione tra la presenza dell’HPV e di anticorpi
anti-spermatozoo e determinarne la clearance dell’infezione dal liquido seminale,
caratterizzare le cellule rotonde infette nel liquido seminale e valutare la presenza del
virus in cellule circolanti e valutare il ruolo del counseling nel decorso clinico
dell’infezione nelle coppie eterosessuali positive.

Materiali e metodi: Per raggiungere gli scopi prefissati, le metodiche utilizzate nelle
varie categorie di pazienti arruolati nelle diverse fasi della ricerca sono: analisi del

liquido seminale, TUNEL test, FISH per HPV e FISH per la valutazione di aneuploidie,



citofluorimetria, swim-up e swim-up con eparinasi III, spermMar test,
immunofluorescenza, PCR per HPV e INNO-LiPA.

Risultati: Il trattamento enzimatico dei campioni infetti si ¢ dimostrato efficace nella
rimozione completa del virus e non ha comportato danni significativi alla qualita degli
spermatozoi trattati. Nei soggetti infetti, la presenza dell’HPV non solo si associa ad una
riduzione della motilita ma anche ad un incremento degli anticorpi antispermatozoo
(ASA) che si riducono e scompaiono al progredire della clearance virale. Nel liquido
seminale il virus ¢ presente oltre che negli spermatozoi e nelle cellule di sfaldamento
anche nei linfociti B e nelle natural killer (NK), cellule queste osservate positive anche
in circolo in un piccolo gruppo di pazienti. Nel follow-up di coppie positive all’HPV si
¢ osservato inoltre che un counseling mirato ¢ efficace nel velocizzare il tempo di
risoluzione dell’infezione che appare doppio nell’uomo rispetto alla donna.
Conclusioni: E sempre pili evidente il ruolo dell’HPV nell’infertilita maschile e la
necessita di avere linee guida efficaci per prendersi cura dei soggetti e delle coppie HPV
positive. I risultati di questa ricerca, nonostante necessitino di ulteriori conferme ci
forniscono utili risultati e spunti di riflessione interessanti per sviluppi futuri.
Innanzitutto il trattamento enzimatico dei campioni infetti si & rivelato efficace e sicuro
nel rimuovere I’infezione e dovrebbe essere tenuto in considerazione soprattutto per i
soggetti che si sottopongono a tecniche di fecondazione assistita. L.a forte associazione
tra HPV e ASA suggerisce inoltre di valutare la presenza dell’infezione in soggetti
affetti da infertilita idiopatica che risultino positivi allo spermMar test. Inoltre nei

N

soggetti e nelle coppie positive ¢ consigliato un counseling mirato e un follow-up



preciso che valuti non solo i siti genitali ma anche il cavo orale per permettere e
velocizzare I’eradicazione dell’infezione. Futuri sviluppi di ricerca sono inoltre stimolati
dal riscontro di cellule circolanti positive all’HPV che rendono d’obbligo il chiarire
quale sia il significato clinico e laboratoristico di questo dato, e se e quali implicazioni

possa avere per il paziente.






2 INTRODUZIONE

2.1 L’INFERTILITA’ MASCHILE

L’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) considera una coppia infertile quando
non ¢ in grado di concepire e di avere un bambino dopo 1-2 anni di rapporti sessuali
regolari e non protetti (1). L’infertilita di coppia rappresenta un importante problema
sociale e sanitario che coinvolge il 15-20% delle coppie in eta fertile nei paesi
industrializzati (2,3). La possibilita di non avere figli rappresenta per la coppia una
minaccia per I’autostima, non solo per I'uomo ma anche per la donna, e la ricerca
esasperata di una gravidanza rischia di trasformarsi in un meccanismo a tempo, con
rapporti esclusivi e mirati nel giorno e nell’ora dell’ovulazione, o nella
medicalizzazione, con I’affidamento esclusivo alle tecniche di riproduzione assistita.
Nonostante per definizione il problema dell’infertilita riguardi la coppia, molto spesso
viene trattato come un problema di genere, e quello femminile ¢ sempre stato quello piu
seguito e studiato. Studi epidemiologici hanno messo in evidenza che in circa il 30% dei
casi I'infertilita & da attribuire all’'uomo e un altro 20% a fattori ascrivibili ad entrambi i
partner, ed il maschio si trova cosi coinvolto nel 50% dei casi di infertilita (L infertilita
maschile rappresenta una problematica complessa che pu0 essere manifestazione di
patologie pre-testicolari (mancata o ridotta produzione spermatica da inadeguata
secrezione gonodotropica), testicolare (patologie primitive testicolari) o post-testicolare
(da ostacolato flusso spermatico lungo le vie escretrici, da disturbi eiaculatori o da

fattore immunologico).



Tabella 1) (4).

L’infertilita maschile rappresenta una problematica complessa che pud essere
manifestazione di patologie pre-testicolari (mancata o ridotta produzione spermatica da
inadeguata secrezione gonodotropica), testicolare (patologie primitive testicolari) o
post-testicolare (da ostacolato flusso spermatico lungo le vie escretrici, da disturbi

eiaculatori o da fattore immunologico).

Tabella 1. Fattori d'infertilita

30% Fattore maschile
- Cause pre-testicolari (10%)
- Cause testicolari (75%)
- Cause post-testicolari (15%)
35% Fattore femminile
- Fattore tubarico (13.3%)
- Infertilita endocrino-ovulatoria (4.7%)
- Endometriosi (5.9%)
- Ridotta riserva ovarica (4.5%)
- Fattore multiplo femminile (5.8%)
- Poliabortivita (1.1%)
20% Fattore misto
15% Infertilita idiopatica

L’infertilita maschile rappresenta una problematica complessa che pud essere
manifestazione di patologie pre-testicolari (mancata o ridotta produzione spermatica da
inadeguata secrezione gonodotropica), testicolare (patologie primitive testicolari) o
post-testicolare (da ostacolato flusso spermatico lungo le vie escretrici, da disturbi
eiaculatori o da fattore immunologico).

Recenti evidenze hanno sottolineato che 1 giovane su 3 in Italia & a rischio di infertilita

e numerosi studi hanno considerato i diversi fattori di rischio, individuando per alcuni di



essi solide evidenze scientifiche di correlazioni, e per altri evidenze piu limitate (Tabella

2 e Tabella 3).

Tabella 2. Principali fattori di rischio di infertilitad maschile

CRIPTORCHIDISMO

[POTROFIA TESTICOLARE

VARICOCELE

TUMORI DEL TESTICOLO

FATTORI GENETICI

TRAUMI TESTICOLARI

INFEZIONI DEL TRATTO RIPRODUTTOVO
CAUSE IATROGENE

MALATTIE SISTEMICHE e/o ENDOCRINE
TORSIONE FUNICOLO SPERMATICO

Tabella 3. Fattori di rischio con evidenze limitate

ESPOSIZIONE A FATTORI TOSSICI

STILI DI VITA

FUMO

TEMPERATURA SCROTALE

ETA’

FAMILIARITA’ PER INFERTILITA’ E POLIABORTIVITA’
POLIMORFISMI GENETICI

I Tumori possono incidere negativamente sulla fertilita sia direttamente (tumore del
testicolo) sia per le terapie utilizzate per la cura (7). Il tumore del testicolo rappresenta
nel giovane la neoplasia solida piu diffusa, ¢ la pil comune causa di morte per cancro
tra i 20 e 34 anni di eta e da studi epidemiologici ¢ emersa un’incidenza in aumento nei
paesi industrializzati. Ancora, cattivi stili di vita e abitudini alimentari non corrette
possono essere fattori di rischio per infertilita attraverso vari meccanismi, per esempio

I’obesita determina uno squilibrio ormonale con riduzione del principale ormone



maschile, il testosterone; e un aumento degli ormoni “femminili” gli estrogeni (8-10). In
particolar modo, se tale squilibrio si verifica nelle fasi dello sviluppo, lo scheletro
potrebbe sviluppare proporzioni eunucoidi, rappresentate principalmente da un aumento
dell’apertura braccia (superiore alla statura) e da una diminuzione del rapporto tra il
segmento superiore/inferiore, a causa dell’aumentata lunghezza delle gambe e si
potrebbe verificare inoltre la riduzione del volume testicolare e delle dimensioni del
pene (11). In tale contesto, un ruolo fondamentale lo gioca anche I’abuso di alcol,
droghe e sostanze dopanti, mode molto diffuse tra i giovani che nella maggior parte dei
casi non sono adeguatamente informati sulle drammatiche conseguenze anche sulla
fertilitd (12). A questi fattori di rischio si aggiungono fattori genetici e familiarita per
infertilita, traumi testicolari e torsioni del funicolo spermatico, malattie sistemiche e/o
endocrine e fattori ambientali, su tutti I’aumento della temperatura scrotale. Infatti, per
un corretto funzionamento i testicoli necessitano di una temperatura scrotale inferiore di
circa 2°C rispetto a quella addominale e tutte le cause che ne provocano un aumento,
come l'utilizzo del pc sulle gambe ed una frequentazione assidua delle saune,
rappresentano fattori di rischio per la fertilita (13, 14). Capitolo a sé meritano le malattie
sessualmente trasmesse (MST) che si ripercuotono sulla fertilita sia perché possono
interessare direttamente gli organi riproduttivi con infezioni localizzate (testicoli,
epididimi, prostata) sia perché possono causare malattie sistemiche che indeboliscono

I’efficienza del sistema riproduttivo (15).



2.2 INFEZIONI ED INFERTILITA’

Le malattie sessualmente trasmissibili rappresentano un importante problema sanitario,
sociale ed economico in tutto il mondo. Nonostante la scoperta di antibiotici, vaccini e
lo sviluppo di programmi di prevenzione e controllo delle malattie, MST continuano ad
essere una causa importante di patologie acute e croniche potendo determinare anche
complicazioni durante la gravidanza ed infertilita (16). Esistono diverse vie attraverso
cui gli agenti infettivi danneggiano la fertilita: danno d’organo, danno cellulare dovuto
ai mediatori dell’infiammazione, ostruzione e legame con gli spermatozoi (17).
Quest’ultimo aspetto ¢ sempre piu considerato dal momento che la maggior parte delle
infezioni del tratto genitale maschile porta ad infertilita e diversi studi hanno riportato
che il 15-20% dei soggetti infertili sono affetti da infezioni seminali (16).

Sulla base di differenti siti di infezione, meccanismi patogenetici diversi sono stati
descritti: a) infezioni sistemiche acute o croniche possono provocare infertilita
temporanea o permanente alterando lo stato ormonale, la funzione testicolare e la
spermatogenesi (18); b) il coinvolgimento testicolare da orchite danneggia direttamente
la produzione di spermatozoi (17); c) le infezioni dell’'uretra e delle ghiandole
accessorie del tratto genitale maschile (epididimo, prostata e vescicole seminali) sono
state identificate come un fattore negativo nella funzione riproduttiva maschile e sulla
fertilita potendo causare ostruzione o sub-ostruzione, alterata funzione secretoria e
rilascio di mediatori infiammatori (18). La presenza di DNA di agenti patogeni nel

liquido seminale ¢ generalmente associato con un peggioramento dei parametri



seminali, su tutti la motilita, la concentrazione e la conta spermatica (19). Per quanto
riguarda le infezioni batteriche, dati epidemiologici mettono in luce un’associazione tra
C. trachomatis e ridotta fertilita sia nell’'uomo che nella donna (20) cosi come sembra
evidente un ruolo dei Mycoplasmi come causa di infertilita in entrambi i generi (21).
Per quanto riguarda i Protozoi, il Trichomonas vaginalis & il principale agente patogeno
studiato, e nonostante sia ancora oggetto di discussione, & riscontrato maggiormente in
pazienti infertili piuttosto che in soggetti di controllo (22). Le infezioni virali saranno

discusse nei capitoli successivi.

23 VIRUS E INFERTILITA’ (HBV, HCV, HIV, HSV, HCMV, AAV)

Mentre le infezioni virali acute, per la quasi assenza di sintomi e la loro natura
transiente non sono considerate un grave problema per la salute generale e la fertilita,
quelle croniche sono invece considerate un fattore di rischio importante per la fertilita
maschile e di coppia. I principali virus studiati e per i quali ¢ stato dimostrato un ruolo
nel ridurre la qualita del liquido seminale e di conseguenza una ridotta fertilita sono il
virus dell’epatite B (HBV), dell’epatite C (HCV), dell’immunodeficienza (HIV),
I’herpesvirus (HSV), il citomegalovirus (HCMV), I’adenovirus (AAV) ed il papilloma
virus (HPV). Durante l'infezione da HBYV, il virus pud essere trovato in molte
secrezioni, liquido seminale e altri tessuti oltre fegato e sangue. HBV non ¢ solo in
grado di passare attraverso la barriera emato-testicolare e penetrare all’interno delle
cellule germinali maschili ma anche integrarsi nel loro genoma. E’ ben noto che

l'infezione da HBV pu0 essere una causa di infertilita maschile provocando danno sugli
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spermatozoi. Lorusso e coll. hanno evidenziato che la concentrazione, la motilita, la
morfologia e la vitalita degli spermatozoi erano significativamente compromesse nei
pazienti HBV-sieropositivi (23). La contaminazione dei pazienti durante cicli di
procreazione medicalmente assistita (PMA) ¢ stata descritta per HBV negli ultimi venti
anni (24). I dati a disposizione suggeriscono che le cellule spermatiche umane possono
integrare il DNA-HBV, agendo da vettori per la trasmissione di geni di HBV durante le
procedure di fecondazione in vitro (IVF) (25). Pochissimi studi con risultati
contraddittori sono stati condotti per valutare la presenza di HCV-RNA nel liquido
seminale e negli spermatozoi. Debono e coll non sono stati in grado di rilevare HCV-
RNA nel liquido seminale di maschi infetti con alta carica virale ematica, sia con
metodo PCR che da DNA ramificato o da ibridazione in situ (26). In contrasto, Levy e
coll. hanno dimostrato che 'HCV-RNA pu0 essere rilevato nel liquido seminale di
maschi infetti quando gli inibitori della Taq sono stati soppressi attraverso diluizioni
(27). Gli stessi Autori hanno dimostrato alterazioni seminali nel 30% dei maschi infetti
da HCV prima del trattamento antivirale per l'alta viremia (27). Anche se ¢ stato
segnalato solo un limitato rischio di infezione virale attraverso il liquido seminale, la
trasmissione di HCV durante le procedure di PMA ¢ possibile: quando il partner
maschile ¢ infetto, il lavaggio del liquido seminale pud ridurre la carica virale e quindi il
rischio di trasmissione (27). La trasmissione sessuale ha un ruolo importante nella
diffusione del virus HIV-1. Lo sperma degli uomini infetti puo contenere alti livelli di
HIV-1, e il virus puo essere recuperato da cellule seminali (insieme di spermatozoi,

precursori di cellule germinali, linfociti T, monociti, macrofagi e cellule epiteliali) o
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liquido seminale (28). In uomini asintomatici HIV-positivi i parametri seminali sono nel
range di normalita, mentre la morfologia e la motilita degli spermatozoi sono
compromesse con la progressione della malattia (29). In pazienti affetti da sindrome da
immunodeficienza acquisita (AIDS), sono state segnalate gravi alterazioni seminali e
leucocitospermia (29). Durante i cicli di PMA lo sperma deve essere lavato con la
tecnica del gradiente e il successo di questa procedura deve essere controllata prima
dell'utilizzo del seme (30). I dati sulla prevalenza dell'infezione da HSV nel liquido
seminale ¢ variabile tra i diversi studi (31). Il DNA del virus herpes simplex 1 (HSV-1)
e il virus herpes simplex 2 (HSV-2) sono stati rilevati nel liquido seminale dal 2-4% al
50% degli uomini, senza differenza significativa tra soggetti fertili e non fertili (31). La
presenza di HSV-DNA nel liquido seminale ¢ stata associata ad una diminuzione della
concentrazione di spermatozoi e della motilita ed ¢ stata considerata responsabile di
alcuni casi di infertilita maschile (31). Durante i cicli di PMA, se in presenza di
riattivazione del virus o infezione acuta il campione ¢ raccolto dal testicolo, vi &€ un
rischio aumentato che gli spermatozoi vengano a contatto con elevate concentrazioni
locali di HSV-2 dovuti alla contaminazione da sangue o tessuti interstiziali. In questo
caso, le procedure di lavaggio potrebbero non eliminare completamente le particelle
virali (32). E’ stato riportato che la prevalenza di DNA dell’ HCMYV nel tratto genitale e
nel liquido seminale di uomini fertili e non fertili HCMV sieropositivi varia
notevolmente dall’8% al 65% in diverse serie (33, 34), ma gli studi basati su colture
cellulari di HCMV hanno rilevato che il recupero di virus infettante & basso e in meno

del 5% dei donatori sieropositivi (35). E’ stato riportato che la presenza di HCMV nel
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liquido seminale non altera in modo significativo la qualita del seme, compresa la
capacita funzionale degli spermatozoi, la presenza di anticorpi anti-spermatozoo o di
leucociti seminali (33). Le procedure di lavaggio utilizzate per le tecniche di PMA sono
eseguite per eliminare particelle virali o ridurre il carico virale, ma il rischio di
trasmissione di virus non puo essere completamente esclusa, soprattutto nei casi di ICSI
(32). 1l virus a DNA AAV ¢ stato localizzato per la prima volta nel liquido seminale da
Rohde e coll. nel 1999 (36). E’ stato riportato che la presenza di DNA-AAV in
campioni seminali di uomini infertili ¢ significativamente piu alta rispetto a campioni
seminali di uomini fertili (20-40% vs 0-5%, rispettivamente) (36). Non ci sono dati in
letteratura sugli effetti dell'infezione seminale da AAV nei risultati della PMA, mentre
diversi studi che hanno rilevato la presenza di AAV nel liquido amniotico e in materiale
abortivo indicano che l'infezione da AAV potrebbe essere associata ad esiti avversi
quali aborto spontaneo, malattia trofoblastica gestazionale, parto spontaneo pretermine e

grave pre-eclampsia (37, 38).

24 PAPILLOMAYVIRUS (HPV) ED INFERTILITA’

24.1 CARATTERISTICHE ED EPIDEMIOLOGIA DELL’ HPV

Il Papillomavirus umano (HPV) appartiene alla famiglia dei Papillomaviridae. Il virione
¢ privo di rivestimento esterno, ha un diametro di 50-55 nj, un capside icosaedrico di

72 capsomeri e un genoma a DNA circolare a doppio filamento di circa 7900bp (Figure

le?2).
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Figura 1. Rappresentazione del capside di HPV

Figura 2. Immagine del virus HPV osservato alla microscopia elettronica

Ad oggi sono noti pitt di 100 genotipi di HPV che oltre ad essere ospite-specifici sono
tessuto-specifici e possono completare un ciclo riproduttivo solo in presenza di un
epitelio squamoso cheratinizzato completamente differenziato (39). Sulla base del loro
trofismo epiteliale, possono essere identificati due gruppi: uno che infetta la pelle e le
superfici cutanee esterne (sottotipi 3, y, |, v) € uno che infetta le membrane umido-
squamose delle mucose interne (a) (40). All'interno del gruppo Alpha i vari genotipi
possono essere ulteriormente caratterizzati in alto e basso rischio sulla base della loro
oncogenicitd. E' opportuno segnalare che le classificazioni in genotipi ad alto e basso
rischio sono continuamente revisionate alla luce delle nuove conoscenze sul campo, e

pertanto non & possibile dare indicazioni definitive a tale riguardo. Quando gli agenti

virali trovano accesso allo strato basale epiteliale mitoticamente attivo, attraverso
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microlesioni o accessi naturalmente facilitati come la base del follicolo pilifero o la
linea d’unione tra le cellule colonnari e stratificate dell’epitelio, e dopo essersi integrati
con le cellule dell'ospite, danno inizio al loro ciclo vitale. La proliferazione che avviene
nello strato epiteliale basale e la migrazione che procede verso la superficie sono
regolate principalmente dalle proteine virali E7 ed E6. Tali proteine sono implicate
anche nella patogenesi delle neoplasie indotte da HPV, poiché sono in grado di
interagire rispettivamente con i geni Rb e p53 dell’ospite. Le proteine virali L1 e L2
costituiscono il capside del virione. L1 ¢ il costituente principale del capside, mentre L2
facilita il trasporto di L1 al nucleo (40) giocando un ruolo chiave nell'assemblamento

del DNA virale (Figura 3).
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L’infezione da HPV & una malattia sessualmente trasmessa molto diffusa in uomini e
donne in tutto il mondo in varie zone geografiche e diverse aree socio-economiche (41-
43). La trasmissione dell’infezione puo avvenire per via orizzontale mediante contatti
genitali-genitali, manuale-genitali, orali-genitali o verticale dalla madre al feto. I fattori
di rischio per I’infezione da HPV sono rappresentati dall’inizio precoce dell’attivita
sessuale, dalla promiscuita sessuale, dall'uso prolungato di contraccettivi orali, dai
rapporti sessuali non protetti dall’alto livello di parita, dalla mancanza di circoncisione,
dal fumo, dall'immunosoppressione e dalla co-infezione con il virus dell’HIV o con
altre infezioni sessualmente trasmesse (42,44-47). Nonostante 1’infezione da HPV abbia
un’incidenza molto elevate in entrambi i sessi, si stima, infatti, che il virus sia presente
in oltre il 40% delle coppie eterosessuali sessualmente attive (48), ad oggi non sono
disponibili trattamenti efficaci e strategie di controllo dell’infezione nel maschio, e
scarsa attenzione ¢ stata riservata a questo aspetto. Al contrario vi sono numerosi studi
che dimostrano 1'associazione tra l'infezione da HPV ed il cancro della cervice uterina,
la cui prevalenza ¢ risultata essere quasi del 100% (49,50). Una recente rewiew ha preso
in considerazione numerosi studi sul'epidemiologia dell'infezione da HPV nel tratto uro-
genitale maschile, riportando una prevalenza molto variabile che andava dall'.3% al
72.9% (51). Altri studi eseguiti su prelievi uro-genitali di soggetti di eta compresa fra i

18 e 140 anni hanno riscontrato prevalenze variabili come riportato in Tabella 4.
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L'estrema variabilita dei risultati, emersa da questi studi, sembra dipendere dalla

Tabella 4. Prevalenza dell'infezione da HPV nella popolazione maschile

AUTORE FA'sclA PREVALENZA
STUDIO, ANNO N D'ETA HPV
(ANNI) (%)
Nielson, 2007%% 463" 18-40 65,5
Baldwin, 2004%% 393" 18-24 34
Weaver, 2004°% 317 18-25 33
Svare, 2002 44" 18-24 48
Shin, 2004°° 381" Mediana = 22 9
Foresta, 2009°7 200 18-20 20

* pazienti afferenti a cliniche per MST, ** studenti asintomatici

differenza delle coorti analizzate.

24.2
Nella maggior parte dei casi l'infezione da HPV ¢ asintomatica e transitoria, tuttavia
essa puo essere associata a diverse manifestazioni cliniche. Infatti, a seconda del tipo di
HPYV si distinguono ceppi ad alto medio e basso rischio. Nella Tabella 5 sono riportati i

genotipi di HPV del genere Alfa suddivisi per classi di rischio.

CLINICA ASSOCIATA E FATTORI DI RISCHIO

Tabella S. Classi di rischio e genotipi di HPV

CLASSI DI RISCHIO GENOTIPI
16-18-26-31-33-34-35-39 -45-5] -

ALTO RISCHIO 52 - 53-56-58-59-66-68 -70-73 - 82

BASSO RISCHIO 6-11-13-32-42-43 - 44 -54-55-61 -

71-72-74-81-83-84
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I tipi a basso rischio sono responsabili di condilomi acuminati, verruche cutanee e
papule. L'incidenza dei condilomi nella popolazione generale maschile & stimata essere
di 1,1 casi ogni mille soggetti, con un picco d'incidenza nella fascia d'eta 25-29 anni che
arriva quasi a 3 casi per mille. La spesa per trattare ogni episodio di condilomatosi ¢
molto elevata e di conseguenza il costo per la cura di tali lesioni incide fortemente in
maniera negativa nel bilancio del Sistema Sanitario Nazionale (58). I ceppi ad alto
rischio sono implicati oltre che nella formazione di condilomi, nel processo di
cancerogenesi che porta in entrambi i sessi alla formazione di neoplasie intraepiteliali e
carcinomi in situ. Clinicamente le lesioni cancerose indotte dallHPV appaiono come
papule iperpigmentate e spesso sono piatte. La coilocitosi ¢ l'aspetto istologico e
citologico patognomonico dell'infezione da HPV. Il coilocita presenta generalmente un
ingrandimento del nucleo, cromatina densa e talvolta grossolanamente granulare,
irregolarita della membrana nucleare e, soprattutto, condensazione periferica del
citoplasma con produzione del caratteristico alone perinucleare (59).

Nel maschio 1' HPV ¢ stato riconosciuto come un importante fattore di rischio per il
cancro del pene (60), anale, orofaringeo, congiuntivale (61) e per altri tumori a carico
della testa e del collo (62).

L'associazione tra il carcinoma penieno e anale e l'infezione da HPV ¢ ben documentata,

e nelle Tabella 6 e Tabella 7 sono riportati i dati relativi agli studi su questo argomento.
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Tabella 6. Prevalenza dell' HPV in serie di pazienti con cancro penieno

Autore Area Numerosita Prevalenza
(Anno) geografica campionaria HPV (%)
106 SCC cheratinizzati 34,9 %
Rubin (2001) Uirl?l:riizd 5 SCC verrucosi 100 %
15 SCC basaloidi 80 %
Tornesello (2008) Italia 41 46,3 %
Carter (2001) USA 33 81,8 %
Heideman (2007) Olanda 83 55 %
Picconi (2000) Argentina 34 52,9 %
. 11 carcinomi verrucosi 45,5 %
Bezerra (2001) Brasile 60 SCC 26.7 %
Prose (2007) UK 26 SCC 54 %
Tabella 7. Prevalenza dell'infezione da HPYV in serie di soggetti con cancro anale
Autore Area Numero Prevalenza
(Anno) geografica di casi HPV (%)
Carter (2001) USA 64 93,8 %
. Danimarca e 83,7 %
Frisch (1999) Svezia 331 A%
81 SCC 92,6 %
Daling (2004) USA 6 basaloidi 100 %
8 adenocarcinoma 25 %
Poletti (1998) Svizzera 33 394 %
Roka (2007) Austria 555 58,6%
Laytragoon (2007) Svezia 72 90,%

Stiamo assistendo, soprattutto negli ultimi anni, ad un netto incremento delle patologie
dell’apparato riproduttivo ed in particolare del cancro del testicolo (63). Questa
patologia ¢ principalmente riscontrata nei soggetti di eta compresa tra 15 e 40 anni (64,
65) e nonostante rappresenti oggi una malattia curabile e con una buona prognosi ¢ un
fattore di rischio importante di infertilita (66). Infatti, i pazienti affetti non solo

presentano spesso una concomitante alterazione della spermatogenesi, ma devono anche
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sottoporsi a cicli di chemio e radioterapia che hanno un ulteriore impatto negativo sulla
fertilita (67, 68). Molte ipotesi sono state formulate sull’eziologia del tumore del
testicolo come I’esposizione a distruttori endocrini in eta fetale e prepuberale, la
predisposizione genetica e I’influenza ambientale. Nonostante sia ben noto il ruolo di
alcune infezioni virali nello sviluppo di molti tumori, tale associazione non & stata
dimostrata per la patologia testicolare. Recenti evidenze hanno messo in luce un
aumento significativo dell’infezione da HPV nel liquido seminale dei soggetti
orchiectomizzati rispetto ai controlli, anche se non ¢ chiaro se ci sia un ruolo di causa o
effetto (69). A suggerire che l’infezione non sia una causa ma piuttosto una
conseguenza di un’aumentata suscettibilita ci viene dall’evidenza che aumenta il
numero di spermatozoi infetti nei soggetti che si sottopongono a radio e chemioterapia
(69). Questi dati preliminari suggeriscono che l'infezione da HPV ¢ piu frequente nei
pazienti affetti rispetto ai controlli e che non sembri essere causa di cancro , ma
piuttosto l'effetto di uno stato di maggiore vulnerabilita indotta da tumore. Inoltre, i
trattamenti frequentemente utilizzati dopo orchiectomia , in particolare la chemioterapia
, sono in grado di aumentare fortemente la prevalenza dell’infezione da HPV nel liquido
seminale, probabilmente attraverso la loro azione immunosoppressiva (69).

Nonostante I'infezione da HPV abbia un’incidenza molto elevate in entrambi i sessi e si
stima che il virus sia presente in oltre il 40% delle coppie eterosessuali sessualmente
attive (48), ad oggi non sono disponibili trattamenti efficaci e strategie di controllo
dell’infezione nel maschio. Spesso 1'infezione da HPV nel sesso maschile & trascurata

perché ritenuta transitoria e di scarsa rilevanza clinica, tuttavia il tempo di clearance del
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virus e le manifestazioni cliniche ad esso correlate sono ancora scarsamente conosciute.
Nei maschi I’infezione da HPV ¢ stata riscontrata a carico delle regioni anale, perineale,
scrotale, uretrale, sul glande, sull’asta e anche nel liquido seminale (70). Inoltre la
persistenza del virus in questi siti di infezione ¢ stata messa in relazione sia all’ infertilita
da fattore maschile (71, 72) che allo sviluppo di neoplasie a carico di aree genitali e non
genitali (60-62). Studiando la prevalenza dell’infezione da HPV nel liquido seminale la
sua localizzazione in pazienti infertili e in soggetti con fattori di rischio abbiamo
osservato una prevalenza molto elevata dell’infezione a carico del liquido seminale nei
pazienti con condilomi genitali ed nei soggetti con partner affetta da HPV. I pazienti
infertili avevano una prevalenza inferiore (10.2%) che tuttavia era significativamente
pit elevate rispetto ai soggetti fertili di controllo, rafforzando I’ipotesi che la presenza
dell’HPV nel liquido seminale possa rappresentare un fattore di rischio per I’infertilita
maschile. Inoltre ¢ emerso che ciascun gruppo di soggetti mostra una preferenziale
localizzazione del virus a carico di un tipo cellulare: i pazienti infertili prevalentemente
sugli spermatozoi mentre negli altri gruppi piu frequentemente sulle cellule di
sfaldamento (73). La conoscenza di questi aspetti potrebbe essere utile soprattutto nel
follow-up clinico dei soggetti con infezione seminale ed in particolare in quei pazienti
infertili candidati a tecniche di procreazione medicalmente assistita.

243 HPV E LIQUIDO SEMINALE

Numerosi studi hanno dimostrato la presenza dell'HPV nel liquido seminale (74-76).
Sebbene con risultati contrastanti, tale infezione ¢ stata spesso associata ad una

alterazione dei parametri seminali, come ad esempio il volume, la viscosita, il pH, la
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concentrazione, la motilita e la vitalita spermatiche (71,72). Nostri recenti dati
mostravano una prevalenza del 10% dell'infezione da HPV nel liquido seminale dei
soggetti sessualmente attivi (57). Nei campioni seminali infetti, solo una parte (una
media del 25%) della popolazione cellulare risultava infetta ed era presente una
significativa riduzione della motilita spermatica rispetto ai soggetti non infetti e
mediante ibridazione fluorescente in situ (FISH) abbiamo individuato la presenza del
virus sugli spermatozoi ed in particolare la positivita ¢ risultata a carico della testa

(Figura 4).

Figura 4. Ibridazione in situ fluorescente eseguita su campioni seminali con positivita per ’'HPV
all'indagine PCR.

A) Pannello con la sonda positiva (texas red). La freccia indica uno spermatozoo HPV positivo tra
spermatozoi negativi.

B) Pannello per la colorazione nucleare (DAPI)

Il legame tra spermatozoi e HPV ¢ gia stato dimostrato e risulta evidente mediante FISH
con una sonda per HPV DNA contenente biotina e visualizzati attraverso un
microscopio a fluorescenza (Fig.5a) (77). Un segnale chiaro ¢ stato riscontrabile negli
spermatozoi e la fluorescenza ¢ evidente sulla testa degli spermatozoi. E’ stata poi

compresa la precisa localizzazione del virus a livello della testa degli spermatozoi
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mediante I’immunofluorescenza utilizzando un anticorpo contro la proteina L1 del
capside in spermatozoi intatti e in spermatozoi che avevano subito la reazione
acrosomiale (Fig.5b). Appare evidente come il segnale per L1 sia localizzato
esclusivamente nella testa degli spermatozoi, in particolare nella regione equatoriale.
Dopo reazione acrosomiale il segnale persiste in tale regione, escludendo percio la
presenza del’HPV nell’acrosoma, e suggerendo una localizzazione preferenziale
dell’HPV nella regione equatoriale. Mediante PCR per il gene L1 & stata confermata
I’infezione da HPV negli spermatozoi (Fig. 5c).

L’ingresso dell’HPV nella cellula ¢ mediato inizialmente da legami tra componenti
virali e recettori della superficie cellulare, prerequisito questo per la successiva
interazione con il recettore per I’assorbimento, I’internalizzazione ed il trasferimento del
materiale genetico al nucleo della cellula bersaglio (78-81). Il legame iniziale con la
superficie cellulare & mediato da L1 che interagisce con gli eparan solfati proteoglicani
(HSPG), seguito da cambiamenti conformazionali e dal clivaggio proteolitico di L2 che
¢ essenziale affinché I’infezione abbia buon esito (78, 81). Tra gli HSPG, il Syndecan-1
sembra rappresentare il principale recettore di legame (78, 81, 82-86). Il Syndecan-1 ¢
un proteoglicano ampiamente espresso legato alla membrana, ritrovato principalmente
nelle cellule epiteliali (87), ma non sono disponibili dati sulla possibile presenza di

questa molecola sugli spermatozoi.
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Figura 5. Rilevamento e localizzazione dell’HPV negli spermatozoi.

a. FISH per HPV DNA su spermatozoi di un paziente positivo per HPV16 nel liquido seminale. Si
possono notare gli spermatozoi infetti e no. Rosso: HPV DNA (Texas red); blue: colorazione dei
nuclei (DAPI).

b. Immunofluorescenza (microscopio confocale a fluorescenza) per la proteina L.1 del capside di
HPV16 in un controllo (sinistra) e in un campione positivo (destra). Pannello superiore, anticorpi
anti-L1, pannello centrale anticorpi anti-L1 e Pisum Sativum (acrosoma), pannello inferiore
anticorpi anti-L1 e Pisum Sativum dopo reazione acrosomiale. Rosso: HPV16 L1; verde: Pisum
Sativum; blue: colorazione nucleare(DAPI).

c. PCR per il gene HPV E7 da DNA di spermatozoi. Corsia M: marker per DNA (100 bp);
1:controllo negative; 2: controllo positivo (spermatozoi transfettati con plasmide ricombinante
PIRES2-AcGFP1-E6E7); 3:spermatozoi di un paziente positivo per HPV16 nel liquido seminale; 4:
spermatozoi da paziente di controllo.

La conferma dell’ipotesi che I’HPV infetti gli spermatozoi legandosi al Syndecan-1, &
stata ottenuta eseguendo la citometria a flusso e I’immunofluorescenza su spermatozoi
e su spermatozoi incubati col capside dell’HPV 16 (Fig.6).

Queste analisi hanno messo in luce che gli spermatozoi esprimono il Syndecan-1 quasi
esclusivamente nella regione equatoriale della testa degli spermatozoi (Fig. 6b) e sia la
citometria a flusso che I'immunofluorescenza erano bloccate mediante 1’uso
dell’eparinasi III (Fig. 6a e 6b), confermando la specificita della reazione.

Dopo incubazione con la proteina capsidical.l e trattamento con eparinasi III per la

valutazione dell’interazione tra HPV e Syndecan-1, la citofluorimetria e
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I’immunofluorescenza hanno dimostrato che il trattamento con I’eparinasi III sopprime
il legame dell’HPV con gli spermatozoi (Fig. 6¢ e 6d). Inoltre I’immunofluorescenza ha
messo in luce che la proteina L1 dell’HPV 16 e il Syndecan-1 si localizzano entrambi
nella regione equatoriale della testa degli spermatozoi, e che il legame ¢ completamente

soppresso dal trattamento degli spermatozoi con I’eparinasi III (Fig. 6e).

a c
Neg controt Neg control
—Sde-1 ) —HPV16-L1
11 M HPYI6-L1 after
Hep il treatment S i Hap N treatment

HPV16L1
Hep Il treatmen;

HPW16L1 + Syndecan-

I‘

HP V1641 + Syndecan-1 after Hep Il treatment

Figura 6. L’HPV interagisce col Syndecan-1 presente sugli spermatozoi.

a. Analisi citofluorimetrica con anticorpi di topo anti-CD138 (Syndecan-1), coniugati con FITC
negli spermatozoi prima e dopo trattamento con Eparinasi-IIl. I campioni senza anti-CD138 sono
stati utilizzati come controlli negativi.

b. Immunofluorescenza per il Syndecan-1 (CD138 coniugati con FITC negli spermatozoi prima e
dopo trattamento con Eparinasi-III. Pannello superiore controllo negativo (assenza di CD138);
pannello centrale: Syndecan-!; pannello inferiore: Syndecan-1 dopo trattamento con Eparinasi-III.
c. Analisi citofluorimetrica di spermatozoi incubati con HPV16-L1 , trattati o meno con Eparinasi-
IIT e analizzati con anticorpo monoclonale murino anti- HPV16-L1. I campioni incubati
esclusivamente con anticorpo secondario anti-topo sono stati utilizzati come controlli negativi.

d. Immunofluorescenza per HPV L1(microscopio confocale a fluorescenza) su spermatozoi incubati
con HPV16-L1 trattati o meno con Eparinasi-IIl e analizzati con anticorpo monoclonale di topo
anti-HPV16-L1 e DAPI

e. Analisi per valutare la colocalizzazione di HPV L1 e Syndecan-1 mediante immunofluorescenza
su spermatozoi incubati con HPV16-L1 trattati o meno con Eparinasi-1III e analizzati con anticorpo
monoclonale di topo anti- CD138 (Syndecan-1), coniugati con FITC e anticorpo monoclonale di
topo anti-HPV16-L.1 e DAPL.
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La capacita di fecondazione degli spermatozoi infettati con 'HPV e la possibile
internalizzazione del virus negli ovociti ¢ stata recentemente dimostrata utilizzando il
test di penetrazione degli spermatozoi umani negli ovociti di hamster (HEPT), con
spermatozoi transfettati con un plasmide contenente i geni E6/E7 dell’ HPV legati alla
GFP, e spermatozoi incubati con la proteina L1 del capside virale. I geni E6/E7 sono
stati amplificati dal plasmide p1321 HPV-16 E6/E7 e sottoclonati nei plasmidi pIRES-
AcGFP1 al fine di costruire il plasmide ricombinante pIRES-AcGFP1-E6/E7 (Fig. 7a),
utilizzato per transfettare gli spermatozoi. Dopo la conferma del successo della
transfezione, ’HEPT ha dimostrato che gli spermatozoi transfettati con i geni E6/E7
dell’HPV sono in grado di penetrare negli ovociti di hamster, anche se il numero di
spermatozoi penetrati per ovocita era piu basso rispetto a quello ottenuto con gli
spermatozoi di controllo (Fig. 7c) La colorazione SYBR green specifica per il DNA, ha
confermato il successo della penetrazione degli spermatozoi transfettati negli ovociti

(Fig. 7d).
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Figura 7. Penetrazione degli ovociti da parte di spermatozoi transfettati con plasmide E6/E7.

a. Schema del plasmide ricombinante pIRES2-AcGFP1-E6E7. I geni E6/E7 sono stati amplificati
(1032 bp) dal plasmide p1321 HPV-16 E6/E7 mediante PCR e sub clonati nel plasmide pIRES2-
AcGFP1 trai siti di restrizione Sall and BamHI.

b. PCR per i geni HPV E6/E7 su spermatozoi transfettati. Corsia M: marker per DNA (100 bp); 1:
spermatozoi transfettati con plasmide ricombinante E6/E7; 2: controlli negativi; 3: spermatozoi
transfettati solo con Lipofectamina 2000; 4: controllo positivo ( plasmide pIRES2-AcGFP1-E6E7).
c. I numero medio di spermatozoi penetrati per ovocita nei controlli e nei campioni con
spermatozoi transfettati con plasmide HPV 16-E6/E7

d. Ovociti di Hamster penetrati da spermatozoi di controllo e spermatozoi transfettati con plasmide
HPYV 16-E6/E7 in campo chiaro(BF, pannello superiore) e in fluorescenza (FL, pannello inferiore)
utilizzando SYBR Green DNA Stain.

Il successo della penetrazione ¢ stato inoltre confermato dall’analisi mediante PCR del
gene E6 eseguita per ogni singolo ovocita (Fig. 8a). Dal momento che nel plasmide i
geni erano legati alle GFP, gli ovociti fertilizzati con gli spermatozoi transfettati che
mostrano una fluorescenza verde sono quelli in cui i geni E6/E7 sono trascritti.
Quest’analisi ha mostrato che gli ovociti fertilizzati con gli spermatozoi transfettati

esprimono la GFP (Fig. 8c), suggerendo una trascrizione attiva dei geni E6/E7 da parte
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dell’ovocita. Questi dati sono stati confermati dalla RT-PCR per il gene E6 eseguita nel

singolo ovocita con la fluorescenza verde (Fig. 8d).
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Figura 8. Gli ovociti penetrati da spermatozoi transfettati con plasmide HPV 16-E6/E7 esprimono i
geni E6/E7. a. PCR per il gene E6 eseguita su singolo ovocita penetrato da spermatozoi transfettati.
Corsia M: marker per DNA (100 bp); 1: controllo positivo ( plasmide pIRES2-AcGFP1-E6E7); 2:
singolo ovocita penetrato da spermatozoo transfettato con plasmide ricombinante; 3: controllo
negativo; 4: singolo ovocita penetrato da spermatozoi transfettati solo con Lipofectamina 2000. b.
Espressione di GFP-E6 in ovociti penetrati da spermatozoi di controllo. c. Espressione di GFP-E6
in ovociti penetrati da spermatozoi transfettati. d. RT-PCR per il gene E6 su singolo ovocita
penetrato da spermatozoi transfettati. Corsia M: marker per DNA (100 bp); 1: controllo negativo
(per trascrittasi inversa); 2: controllo negativo (per PCR); 3 fluorescenza verde su singolo ovocita
penetrato da spermatozoi transfettati; 4: assenza di fluorescenza verde su singolo ovocita penetrato
da spermatozoi di controllo.

Le evidenze appena descritte dimostrano che gli spermatozoi transfettati con i geni
E6/E7 sono in grado di penetrare nell’ovocita, introdurre il genoma del’HPV
nell’ovocita e che i geni del’HPV sono trascritti dagli ovociti fertilizzati. Tuttavia
questi dati potrebbero non essere confermati in vivo, in quanto I’utilizzo di spermatozoi

N

transfettati ¢ ovviamente una condizione artificiale. Tuttavia eseguendo I’HEPT con
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spermatozoi incubati con la proteina L1 del capside dellHPV & emerso che gli

spermatozoi sono in grado di veicolare la proteina L1 all’interno dell’ovocita (Fig. 9).

Figura 9. Trasferimento della proteina HPV L1 dagli spermatozoi agli ovociti. Immunofluorescenza
(microscopio confocale fluorescente) per HPV 16 L1 su ovociti di hamster penetrati da spermatozoi
incubati con HPV L1. Pannello superiore: ovociti penetrati da spermatozoi di controllo; pannello
inferiore: ovociti penetrati da spermatozoi incubati con L1. Sinistra: colorazione dei nuclei con
DAPI (blue); destra: anticorpo anti-HPV L1 (verde).

Considerando i dati ottenuti dal presente studio, si osserva che gli spermatozoi possono
essere infettati dall’HPV e che il meccanismo di legame del virus allo spermatozoo ¢
mediato dall’interazione fra la proteina L1 del capside virale e il Syndecan-1 che ¢
localizzato principalmente nella regione equatoriale della testa dello spermatozoo (77).
Inoltre, sia gli spermatozoi transfettati con i geni E6/E7, sia quelli incubati con la
proteina L1 dell’HPV, soano in grado di penetrare nell’ovocita, anche se questo

processo di fertilizzazione sembra essere compromesso. In ogni caso, gli spermatozoi
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possono fungere da vettori per I’ingresso dell’ HPV nell’ovocita, dal momento che sia la
proteina L1 sia i geni transfettati E6/E7 sono veicolati all’interno dell’ovocita. Quando i
geni E6/E7 si trova no nel citoplasma dell’ovocita, sono attivati e trascritti. Non ¢ noto
se ci siano rischi per la partner di un maschio infetto da HPV o per I’embrione
fecondato da spermatozoi infetti, tuttavia tali dati suggeriscono che gli spermatozoi
infettati da HPV abbiano una ridotta capacita di fecondare, e sono da prendere in esame
soprattutto quando si considerano le tecniche di riproduzione medicalmente assistita.
Inoltre, i pazienti affetti da patologie neoplastiche vengono solitamente inviati alla
crioconservazione degli spermatozoi prima di iniziare qualsiasi trattamento
chemio/radioterapico, poiché ¢ stato dimostrato che la fertilita pud essere
profondamente compromessa per effetto di queste terapie (88), ed & riportata un’alta
prevalenza di aneuploidie spermatiche a seguito di tali cure (89). In precedenza abbiamo
dimostrato la presenza dell’HPV in campioni seminali precedentemente crioconservati
di pazienti affetti da neoplasia testicolare, osservando una prevalenza del 6.1% di
spermatozoi infetti con una percentuale di cellule positive variabile dal 12 al 23%.
Questi dati dimostrano una non trascurabile presenza del virus in campioni seminali
crioconservati, campioni che, in accordo con le Linee Guida Internazionali (90) erano
stati raccolti dopo negativita dello screening per HBV, HIV e HCV. Gli spermatozoi
crioconservati sono frequentemente utilizzati per tecniche di procreazione medicalmente
assistita come ad esempio la ICSI. Pochi dati sono presenti in letteratura per quanto
concerne la possibilita che spermatozoi infettati da HPV se iniettati nel citoplasma

dell’ovocita mediante ICSI possano interferire con il corretto sviluppo dell’embrione.
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Nonostante sia ancora dibattuto se gli spermatozoi con HPV siano capaci di
contaminare altre paillettes crioconservate nelle banche del seme, la ricerca dell’ HPV
nei campione seminali candidati alla crioconservazione e quindi a tecniche di PMA
dovrebbe essere considerato un problema emergente.

244 LAVAGGI TRADIZIONALI E HPV

Considerando [I’influenza dell’HPV nei parametri seminali e nei processi di
fertilizzazione, si ¢ posta la questione sulla sicurezza delle tecniche di fecondazione
assistita (IVF) a cui si sottopongono i pazienti infetti. Inoltre in relazione alla tenacita di
legame tra HPV e spermatozoi, e su esempio di altre infezioni, sono state suggerite
tecniche di selezione e lavaggio dei campioni di liquido seminale infetto. In precedenza
abbiamo valutato I’efficacia delle tecniche tradizionali (91). In particolare abbiamo
valutato il lavaggio mediante centrifugazione, mediante Ficoll e swim-up, osservando
con le ultime due metodiche una riduzione della percentuale di cellule infette, mentre
mediante centrifuga la percentuale di cellule infette rimaneva costante. Sia 1’elevata
persistenza dell’infezione sia il peggioramento dei parametri seminali indotto
dall’infezione ci ha spinto quindi a cercare possibili soluzioni per un lavaggio sicuro ed
efficace dei campioni destinati alla PMA.

24.5 HPV E SANGUE PERIFERICO

Recenti evidenze dal nostro laboratorio hanno mostrato, in campioni di liquido seminale
di soggetti con HPV 16, la positivita per la FISH per HPV in cellule con fenotipo
rotondeggiante non ascrivibili morfologicamente né alla popolazione di spermatozoi, né

a quella delle cellule di sfaldamento. Una successiva analisi citologica di colorazione
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con May Grunwald-Giemsa ha suggerito I’appartenenza di queste cellule alla linea
mieloide, e ulteriori indagini hanno confermato essere leucociti CD45 positivi.
Nonostante non sia stato dimostrato un chiaro tropismo dell’HPV per i leucociti
circolanti, le nostre osservazioni confermano precedenti studi che mostravano la
presenza del DNA virale in queste cellule sia in modelli animali che in umani (92-94).
In particolare, molti studi condotti su pazienti con cancro della cervice hanno messo in
luce la possibile presenza del virus nel sangue periferico, in cellule mononucleate, nel
siero nel plasma e nel sangue del cordone ombelicale (95, 96). In questi studi gli autori
ipotizzavano che il ritrovamento dell’HPV nel sangue periferico di tali pazienti
rappresentasse il rilascio in circolo di cellule metastatiche nelle fasi tardive della
patologia. Inoltre il DNA virale ¢ stato riscontrato in circolo anche in donatori
asintomatici, suggerendo ulteriori meccanismi patogenetici di diffusione dell’infezione

nel sangue periferico (93).
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3 SCOPO DELLA RICERCA

Gli scopi della ricerca sono stati quelli di valutare 'efficacia di una tecnica di swim-up
modificata per la rimozione del DNA del’HPV da campioni di liquido seminale
infettato naturalmente ed artificialmente, di indagare la possibile associazione tra la
presenza dellHPV e di anticorpi anti-spermatozoo e determinarne la clearance
dell’infezione dal liquido seminale, caratterizzare le cellule rotonde infette nel liquido
seminale e valutare la presenza del virus in cellule circolanti e valutare il ruolo del
counseling nel decorso clinico dell’infezione nelle coppie eterosessuali positive. Per
raggiungere tali obiettivi, € per una maggiore chiarezza, la ricerca ¢ stata suddivisa in
quattro studi che saranno discussi nei capitoli successivi: trattamento con eparinasi,
HPV e anticorpi antispermatozoo, HPV e sangue periferico e ruolo del counseling nelle

coppie HPV positive.






4 MATERIALI E METODI

4.1 PAZIENTI

Per lo studio sull’associazione tra I’infezione e la presenza di anticorpi antispermatozoi,
abbiamo arruolato 61 pazienti infertili con la presenza del DNA virale nel liquido
seminale e 104 infertili senza infezioni. Per infertili abbiamo considerato i soggetti con
parametri seminali alterati, almeno due anni di rapporti non protetti senza concepimento
e partner normale (senza anomalie tubariche, uterine e cervicali e senza alterazioni
ovulatorie). Un’anamnesi accurata comprendeva anche circoncisione, fumo e abitudini
sessuali. Criteri di esclusione erano: criptorchidismo, traumi testicolari, orchiti,
varicocele e ulteriori infezioni. Come controlli sono stati selezionati 92 soggetti fertili.
Sui campioni del liquido seminale di tutti i soggetti sono state eseguite le analisi
standard, lo spermMar test e la FISH per la ricerca delle aneuploidie spermatiche. Sui
campioni dei soggetti positivi ¢ stata inoltre eseguita la FISH per HPV. Sui campioni
positivi per 'HPV 16 e allo spermMar test abbiamo eseguito I’immunofluorescenza per
la proteina HPV 16-L1 e per la determinazione delle immunoglobuline. I soggetti
positivi hanno ripetuto la FISH per HPV e la determinazione anticorpale a 12 e 24 mesi.
Sedici maschi (media eta 38.8 + 9.8) con la presenza di HPV 16 nel liquido seminale
riscontrato mediante FISH e tipizzato mediante INNO LiPA sono stati invece
selezionati per studiare la possibile diffusione del virus in circolo. Criteri di esclusione
erano: criptorchidismo, traumi testicolari, orchiti, varicocele e ulteriori infezioni.

Come controlli abbiamo arruolato 16 maschi (media eta 37.5 + 5.9) partner di coppie

N

infertili, negativi per HPV. Ad ogni soggetto & stato inoltre eseguito un prelievo di



sangue per valutare la presenza del virus in circolo come descritto in seguito. Per
valutare I’efficacia del counseling nella clearance virale abbiamo considerato 74 coppie,
afferenti al nostro centro, nelle quali la donna era HPV positiva. Un’accurata anamnesi
comprendente le abitudini voluttuarie, il comportamento sessuale e per i maschi
I’eventuale circoncisione, & stata raccolta per ogni paziente. All’arruolamento, tutti i
maschi sono stati testati per I’HPV, la cui ricerca ¢ stata eseguita nell’uretra, nel solco
balano-prepuziale e nel liquido seminale. I campioni di liquido seminale positivi sono
stati ulteriormente analizzati mediante ibridazione in situ fluorescente (FISH) per HPV.
Alle pazienti ¢ stato effettuato il Pap test e 'HPV test cervicale. Inoltre a tutti i
partecipanti allo studio ¢ stata eseguita la ricerca dell’HPV a livello orofaringeo. Per
questo studio abbiamo arruolato 56 coppie con entrambi i partner positivi per HPV
almeno in un sito di quelli considerati. Tutti i pazienti hanno ripetuto le stesse indagini
per la ricerca del’HPV a 6, 12, 18 e 24 mesi. Le coppie sono state quindi assegnate in
maniera randomizzata in due gruppi: 28 sono state seguite esclusivamente in follow-up

(gruppo A) mentre 28 hanno ricevuto anche un counseling (gruppo B).

4.2 PROCESSAZIONE DEL LIQUIDO SEMINALE

I campioni seminali per lo studio sulla selezione enzimatica sono stati ottenuti per
ipsazione dopo 2-5 giorni di astinenza sessuale da 22 pazienti positivi per HPV e da 13
soggetti normozoospermici utilizzati come controlli. La presenza o assenza dell’ HPV
nel liquido seminale ¢ stata valutata mediante PCR.Dopo liquefazione a temperatura

ambiente e in accordo con le linee guida dell’Organizzazione Mondiale della Sanita
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sono stati valutati i seguenti parametri: volume seminale, pH, concentrazione
spermatica, vitalita, motilita e morfologia. Un pool di spermatozoi, preparati utilizzando
un'aliquota di liquido seminale di ogni soggetto di controllo, ¢ stato artificialmente
infettato mediante incubazione con HPV16-L1 e utilizzato per le ulteriori analisi. I tre
gruppi (pazienti infetti, controlli e campioni incubati con L1), sono stati poi analizzati
mediante TUNEL test, FISH per HPV (pazienti infetti e controlli) e IHC per HPV
(spermatozoi incubati e controlli) prima e dopo swim-up diretto e modificato. Il pool di
spermatozoi, ¢ stato analizzato anche mediante citofluorimetria per HPV per confermare
l'infezione acquisita artificialmente ed ¢ stato rivalutato dopo 1’incubazione con HPV
16-L1 incubazione prima e dopo swim-up modificato. I parametri seminali sono stati
rivalutati nei tre gruppi dopo swim-up diretto e modificato. Nello studio per la
valutazione degli ASA in presenza di HPV campioni seminali sono stati ottenuti per
ipsazione dopo 2-5 giorni di astinenza sessuale .Dopo liquefazione a temperatura
ambiente e in accordo con le linee guida dell’Organizzazione Mondiale della Sanita
sono stati valutati i seguenti parametri: volume seminale, pH, concentrazione
spermatica, vitalita, motilita e morfologia. La presenza di anticorpi antispermatozoo &
stata rilevata mediante spermMar test utilizzando il kit (FertiPro) come descritto in
seguito. I campioni sono stati quindi lavati tre volte in PBS e i pellet cosi ottenuti
utilizzati per le ulteriori indagini.

Infine per la ricerca riguardante I’'HPV associato alle cellule dell’immunita, i campioni
seminali sono stati ottenuti per ipsazione dopo 2-5 giorni di astinenza sessuale .Dopo

liquefazione a temperatura ambiente e in accordo con le linee guida dell’ Organizzazione
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Mondiale della Sanita sono stati valutati i seguenti parametri: volume seminale, pH,
concentrazione spermatica, vitalita, motilita e morfologia. La presenza di anticorpi
antispermatozoo ¢ stata rilevata mediante spermMar test utilizzando il kit (FertiPro).
Per ogni soggetto, I'isolamento delle cellule rotonde ¢& stato eseguito mediante
centrifuga a gradiente di densita utilizzando un kit di separazione spermatica (Irvine
Scientific, Santa Ana, CA, USA). Dopo centrifuga sono state selezionate le cellule dello
strato superiore, lavate in PBS, centrifugate a 300g per 10 minuti, fissate in
paraformaldeide al 4%, strisciate su vetrino e lasciate ad asciugare prima di staccarle a -

20°.

4.3 TUNEL TEST

I campioni seminali sono stati centrifugati (600 g per 4 minuti), lavati in Sperm
Washing Medium (SWM, Irvine Scientific, California) e fissati in paraformaldeide al
2% per 15 minuti. Dopo la fissazione, gli spermatozoi sono stati centrifugati (600 g per
4 minuti) e lavati in PBS. Sono quindi stati risospesi in 100 pL di soluzione
permeabilizzante (10 mg sodio citrato, 10 uL Triton X-100 in 10 mL H20) ed incubati
per 2 minuti a 4° C. Gli spermatozoi sono quindi stati centrifugati (600 g per 4 minuti), i
pellet lavati in PBS ed incubati in PBS con EDTA al 2% per 45 minuti a temperatura
ambiente. Le cellule sono state nuovamente centrifugate (600 g per 4 minuti) e i pellet
lavati in PBS. I campioni utilizzati come controlli positivi sono stati trattati con 100 uL
di DNAsi I (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) (1 mg mL) addizionati con 10

uL di MgSO4 (100 mm) per 1 ora a temperatura ambiente. Il TUNEL test ¢ stato
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eseguito con il kit In Situ Cell Death Detection Kit (Roche Diagnostics) seguendo le
istruzioni del marchio. Gli spermatozoi sono quindi stati lavati due volte in PBS, diluiti
fino ad ottenere un volume di 300 uL in PBS e messi al buio per I'analisi al

citofluorimetro.

44 FISH PER HPV

I campioni, contenenti almeno 2 milioni di spermatozoi eiaculati, sono stati strisciati su
vetrino e fissati in soluzione metacetica per almeno un’ora a -20°C. Per ottenere la
permeabilizzazione, I campioni sono stati digeriti con pepsina diluita 1:25000 in 0,01
mol/L-1 HCI preriscaldato, per 10 minutes a 37°C. La permeabilizzazione dei campioni
¢ stata arrestata con un lavaggio in PBS 1X per 3-5 minuti; successivamente i campioni
sono stati disidratati mediante passaggi in etanolo 70%, 80% e assoluto per 2 minuti e
infine lasciati asciugare all’aria. I vetrini sono stati poi ricoperti con 20 pL di soluzione
ibridante (Pan Path, Amsterdam, The Netherlands), contenente biotina (BIO)-marcata
con una sonda per HPV DNA (miscela di vari genomi contenente la regioni di HPV
conservate). Ciascun campione ¢ stato ricoperto con un vetrino coprioggetto ed I
margini sono stati sigillati con smalto per unghie per evitare perdita di materiale
duarante i processi di denaturazione ed ibridazione. Dopo denaturazione del DNA
cellulare e delle sonde di HPV DNA su piastra riscaldante per 5 minuti a 95°C, i
campioni sono stati ibridati mediante incubazione overnight a 37°C in camera umida.
Successivamente i vetrini coprioggetto sono stati rimossi con cautela e i campioni sono

stati lavati in PBS 1X per 10 minutes. Dopo incubazione per 15 minuti a 37°C con il
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reagente di differenziazione (Pan Path, Amsterdam, The Netherlands) i vetrini sono stati
lavati tre volte in PBS 1X. Il controllo negativo ¢ stato processato allo stesso modo
omettendo la sonda virale. La sonda dell’ HPV marcata con biotina ¢ stata identificata
mediante incubazione con streptavidina texas red 1:200 (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) per 40 minuti a temperatura ambiente. Successivamente i vetrini sono
stati lavati per due volte in PBS 1X/0,01% Triton e poi due volte in PBS 1X e montati
con una soluzione contenente 4’,6-diamidino-2phenylindole (DAPI) e anti-fade
(BioBlue, BioView Ltd. Nes Ziona, Israel). I campioni sono stati analizzati usando un
microscopio a fluorescenza (Nikon, Eclipse E600) equipaggiato con un set di filtri a
tripla banda (FITC, TRITC, DAPI). Per ciascun vetrino sono stati analizzati almeno 200
spermatozoi e 200 cellule di sfaldamento. La valutazione dei segnali di ibridazione
nucleare & stata effettuata in cieco da tre operatori. Quando i nuclei cellulari erano
completamente ed omogeneamente colorati e/o quando erano presenti numerosi piccoli
spot o singoli segnali di ampie dimensioni, le cellule erano classificate come positive. 11
metodo ¢ stato testato su vetrini di controllo contenenti cellule CaSki (una linea
cellulare di carcinoma di cervice uterina umana contenente genoma di HPV stabilmente

integrato e trascrizionalmente attivo) che sono serviti come controllo per le sonde

specifiche.

4.5 FISH ANEUPLOIDIE
Lo studio delle aneuploidie spermatiche ¢ stato eseguito mediante FISH multicolor.

L’ibridazione del DNA ¢ stata ottenuta con un mix di sonde satelliti specifiche per i
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cromosomi X, Y e 18 (Kreatech Diagnostics, The Netherlands). Le sonde per il
cromosoma X erano marcate col fluorocromo PlatinumBright495 emettendo un segnale
verde, quelle per il cromosoma Y erano marcate con fluorocromo PlatinumBright550
emettendo un segnale rosso mentre quelle per il cromosoma 18 marcate con
PlatinumBright415 emettevano un segnale blu. La denaturazione del DNA,
I’incubazione, il lavaggio post ibridazione e la colorazione del nucleo sono state
eseguite seguendo il protocollo Kreatech. Dopo la preparazione, i vetrini sono stati
visionati utilizzando il microscopio a fluorescenza (Nikon, Eclipse E600, Melville, NY,
USA) dotato di un filtro a tripla banda (FITC, TRITC e DAPI). Per ogni paziente sono

state visionate almeno 2500 cellule.

4.6 INCUBAZIONE DI SPERMATOZOI CON CON HPV 16-L1

Un pool di spermatozoi di soggetti non infetti normozoospermici ¢ stato lavato due
volte in SWM.e suddiviso in due aliquote incubate per 1 ora a 37°C in SWM con e
senza 1’aggiunta di HPV16-L1 (Gardasil, Sanofi Pasteur MSD, Lyon, France). Per
I'immunofluorescenza, 10 pl di campione di liquido seminale sono stati strisciati su
vetrini puliti non lubrificati, essiccati all’aria e fissati in PBS/paraformaldeide al 4% per
15 minuti. I vetrini sono stati quindi lavati tre volte in PBS per 5 minuti a temperatura
ambiente e quindi utilizzati per individuare il capside dell’ HPV . Per I’identificazione
del’HPV16-L1 gli spermatozoi sono stati incubati con anticorpi murini monoclonali
anti-HPV16-L1 (CAMVIR-1) (0.8 pg/mL, 1:250, Santacruz, Santa Cruz, CA) per 120

minuti a temperatura ambiente, e poi lavati in Tween-PBS al 0.2% per 5 minuti. La
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reazione immunologica ¢ stata rilevata mediante incubazione sequenziale con anticorpi
anti-topo secondari biotinilati di capra (1:200, Vector Laboratories, Burlingame, CA) e
Streptavidina Texas red (1:400, Vector Laboratories, Burlingame, CA) entrambe per 60
minuti a temperatura ambiente. Dopo ci0, i1 vetrini sono stati lavati due volte in PBS. I
nuclei sono stati controcolorati con DAPI S5Smg/mL e i vetrini coperti con buffer anti-
dissolvenza e coprioggetti 24x24 mm. L’immunostaining & stata valutato con il video

microscopio confocale Nikon ViCo.

4.7 CITOFLUORIMETRIA PER HPV 16-L1

La citometria a flusso & stata eseguita come segue: gli spermatozoi sono stati incubati
con anticorpo di topo monoclonale HPV16-L1 (CAMVIR-1) (1 ug/mL) in ghiaccio per
45 minuti al buio. Per I'individuazione dell’ HPV16-L1, ¢ stato aggiunto un secondo
strato di ficoeritrina con anticorpo anti-topo (PE, 10 uM, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ) e I’incubazione in ghiaccio ¢ durata 45 minuti. I campioni incubati solo con
I’anticorpo secondario sono stati utilizzati come controllo per 'HPV16-L1. Il pellet ¢
stato analizzato mediante FACScalibur (Becton Dickinson, Oxford, UK) e i dati sono

stati acquisiti e analizzati con Cellquest.

4.8 SWIM-UP
Lo swim-up ¢ stato eseguito centrifugando 1 mL di liquido seminale a 300g per 10
minuti; il surnatante ¢ stato eliminato ed il pellet di spermatozoi ¢ stato risospeso in 0.3

mL di SWM. 1 mL di SWM ¢ stato stratificato sul pellet, la provetta ¢ stata inclinata di

44



45° e incubata per un’ora a 37°C in un incubatore al 5% di CO2. La provetta ¢ stata
quindi raddrizzata, sono stati selezionati gli spermatozoi presente negli 0.8 mL superiori

ed utilizzati per le analisi successive.

4.9 SWIM-UP CON EPARINASI

Lo swim-up ¢ stato modificato come segue: 1 mL di liquido seminale ¢ stato
centrifugato a 300g per 10 minuti; il surnatante & stato eliminato ed il pellet di
spermatozoi ¢ stato risospeso in 0.3 mL di SWM addizionato con eparinasi III. Un mL
di SWM con eparinasi III ¢ stato stratificato sul pellet, la provetta ¢ stata inclinata di 45°
e incubata per un’ora a 37°C in un incubatore al 5% di CO2. La provetta ¢ stata quindi
raddrizzata, sono stati selezionati gli spermatozoi presente negli 0.8 mL superiori ed

utilizzati per le analisi successive.

4.10 MAR TEST

La ricerca degli anticorpi antispermatozoo & stata eseguita utilizzando il kit per IgG e
IgA (FertiPro N. V., Sint-Martens-Latem, Belgium). I campioni di liquido seminale
sono stati processati seguendo le istruzioni del kit. Il test € stato considerato positivo
quando gli spermatozoi erano ricoperti in toto o parzialmente dalle particelle in lattice.
La reattivita del test era confermata dall’ulteriore formazione di crescenti agglutinazioni
delle particelle tra di loro. Viceversa, gli spermatozoi mobili privi di particelle erano

considerati negativi.
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4.11 INNUNOFLUORESCENZA

4.11.1 STUDIO HPV E ANTICORPI ANTISPERMATOZOO CON
DETERMINAZIONE IMMUNOGLOBULINE

Per I'immunofluorescenza e la determinazione delle immunoglobuline nello studio su
HPV e ASA, 10 pl di campione di liquido seminale sono stati strisciati su vetrini puliti
non lubrificati, essiccati all’aria e fissati in PBS/paraformaldeide al 4% per 15 minuti. I
vetrini sono stati quindi lavati tre volte in PBS per 5 minuti a temperatura ambiente e
quindi utilizzati per individuare il capside dell’HPV e I’acrosoma (Pisum Pativum). Per
I’identificazione del’HPV16-L1 e delle immunoglobuline, gli spermatozoi sono stati
incubati con anticorpi murini monoclonali anti-HPV16-L1 (CAMVIR-1) (0.8 pg/mL,
1:250, Santacruz, Santa Cruz, CA) e con anticorpi policlonali anti IgM IgG e IgA
umani, coniugati con biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA). La reazione
immunologica ¢ stata rilevata mediante incubazione sequenziale con anticorpi anti-topo
secondari, biotinilati di capra e Streptovidina Texas Red (1:200, Vector Laboratories,
Burlingame, CA). I nuclei sono stati controcolorati con DAPI 5mg/mL e i vetrini
coperti con buffer anti-dissolvenza e coprioggetti 24x24 mm. L. immunostaining ¢ stata
valutato con il video microscopio confocale Nikon ViCo. Nello studio sullHPV e
sangue periferico invece le round cells del liquido seminale e i mononucleati del sangue
periferico sono stati analizzati come segue. I campioni sono stati trattati per 10 minuti
con Titon X-100 al 1% (Sigma Aldrich, Milano) e saturati con BSA al 5% e Normal
Donkey Serum/PBS al 5% per 30 minuti a temperatura ambiente. I campioni sono stati

quindi incubati tutta la notte a 4° C con anticorpi anti-HPV 16 L1 e anti-HPV 16 E6 (2
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pg/mL) (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) e anticorpi anti CD4S5,

CD15 CD4, CD8, CD20 o CD56 (0.4 ug/mL) (BD Biosciences). Per i controlli negativi
sono stati omessi gli anticorpi primari. La reazione immunologica ¢ stata rilevata
mediante incubazione sequenziale con anticorpi anti-topo secondari biotinilati di capra
(1:200, Vector Laboratories, Burlingame, CA) e Streptavidina Texas red (1:400, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) entrambe per 60 minuti a temperatura ambiente. In
seguito i vetrini sono stati lavati due volte in PBS. I nuclei sono stati controcolorati con

DAPI Smg/mL e i vetrini coperti con buffer anti-dissolvenza e coprioggetti 24x24 mm.

L’immunostaining ¢ stata valutato con il video microscopio confocale Nikon ViCo.

4.12 PROCESSAZIONE SANGUE PERIFERICO ED ISOLAMENTO
MONONUCLEATI

I campioni di sangue dei soggetti con infezione da HPV 16 e dei controlli sono stati
prelevati dalla vena anterocubitale e stoccati con un volume di almeno 3 ml in provette
Vacutainer-EDTA (BD Biosciences, Milano, Italia). Per ogni soggetto sono state isolate
le cellule mononucleate mediante centrifuga a gradiente di densita su Ficoll Paque Plus
(GE Healthcare, Milano, Italia) lavate due volte in PBS e centrifugate a 300 g per 10
min a temperatura ambiente e il pellet & stato diviso in due campioni uguali che sono
stati processati per le ulteriori analisi. Un campione ¢ stato conservato a - 20° C ed
utilizzato per un'ulteriore PCR del DNA, mentre l’altro & stato fissato in

paraformaldeide 4% / PBS per 15 minuti a temperatura ambiente, strisciato su vetrini
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SuperFrost ® Plus, asciugati all'aria e infine conservati a -20 ° C fino alle analisi

successive.

4.13 PCR PER HPV SU SANGUE

Le cellule mononucleate isolate dal sangue periferico sono state sottoposte estrazione
del DNA mediante l'uso del kit QIAamp DNA (Qiagen, Milano, Italia). La lisi del
campione ¢ stato ottenuto dopo digestione con proteinasi K a 56 ° C per 10 min, ed i
campioni lisati sono stati poi caricati sulle colonne QIAamp. Dopo due lavaggi, il DNA
¢ stato diluito con 200 pl di soluzione tampone. Il DNA estratto & stato mantenuto a -80
° C fino all'analisi. Il rilevamento dell’ HPV-DNA ¢ stato effettuata utilizzando il kit
Ampliquality HPV-TYPE express® (AB Analitica, Padova, Italia). Il limite di
rilevamento dichiarato del saggio era < 500 copie virali/reazione e la sensibilita

diagnostica ¢ stata del 97,8%.

4.14 RICERCA DELL’HPV MEDIANTE INNO-LiPA

Due campioni di cellule di esfoliazione sono stati ottenuti dal pene, uno dalla superficie
del solco balano prepuziale e uno dall’uretra, utilizzando tamponi standard con punta di
cotone. Anche i campioni di cellule dalla cervice e dalla cavita orale sono stati ottenuti
con tamponi con punta di cotone. I tamponi sono stati posti in soluzione salina,
spremuto e ruotato contro il lato del tubo di raccolta per rilasciare quanto pitu liquido
possibile. I campioni seminali sono stati ottenuti mediante masturbazione dopo 3 giorni

di astinenza sessuale. La ricerca e la tipizzazione dell’HPV ¢ stata effettuata mediante il
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saggio INNO-LiPA HPV Genotyping Extra assay (Innogenetics, Gent, Belgium)
seguendo il protocollo di utilizzo. Tale saggio ¢ in grado di individuare i seguenti
genotipi: HPV-6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58,
59, 66, 68, 69/71, 70, 73, 74 e 82. Per tale analisi, il DNA ¢ stato isolat da 200 uL
dell’altra STM aliquota di campione utilizzando i reagenti Qiagen DNA del Qiagen
3604 BioRobot (Qiagen) e diluiti in 100 pl d’acqua. Ogni corsa di estrazione del DNA
conteneva un controllo positivo e uno negativo per valutare 1’appropriatezza delle
procedure di isolamento. Cinque microlitri di soluzione sono state utilizzate per
I’amplificazione con PCR utilizzando il saggioINNO-LiPA HPV Genotyping Extra.

I prodotti biotinilati della PCR sono stati genotipizzati mediante ibridazione con sonde
oligonucleotidiche specifiche legate ad una membrana di nitrocellulosa e rilevati
mediante reazione colorimetrica utilizzando lo strumento Auto-LiPA 48 seguendo le
procedure del protocollo. Dopo la colorazione, le bande sono state valutate mediante il
software Line Reader and Analysis Software (Innogenetics) per determinare il genotipo.
Tutti i risultati sono stati validati mediante conferma visiva. Un campione era

considerato positivo se almeno una delle bande tipo-specifiche o una delle linee di

controllo risultavano positive.

4.15 COUNSELING
Il counseling alle coppie consisteva principalmente nell’informazione sui possibili
fattori di rischio dell’infezione da HPV. Di conseguenza ¢ stato consigliato loro di

prestare particolare attenzione all’igiene genitale e delle mani, di evitare rapporti orali
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ed anali, I'uso promiscuo di biancheria intima e asciugamani, di ridurre o eliminare il
fumo, di avere rapporti protetti e, in caso di lesioni HPV correlate, di trattarle e

monitorarle.

4.16 STATISTICA

Per quanto riguarda I’analisi statistica nello studio di selezione enzimatica, i valori
mostrati sono la media di almeno tre valutazioni effettuate da operatori diversi. I dati
sono stati presentati come media + DS. Le differenze tra i dati sono state determinate
dal t-test di Student a due code, dopo l'accettazione della distribuzione normale con il
test di Kolmogorov-Smirnov. I valori P (a due code) <.05 sono stati considerati
statisticamente significativi. Nello studio sugli ASA e ’HPV i valori riportati sono la
media di almeno tre esperimenti indipendenti eseguiti in triplicato. Le differenze tra i
dati sono stati determinati dai test Fisher Exact e Welch Two Sample t-test. I valori di P
sono stati corretti attraverso il metodo Holm e i valori inferiore a 0.01 sono stati
considerati statisticamente significativi. Nello studio HPV e sangue le differenze dei
parametri seminali tra pazienti e controlli sono state valutate mediante il test t di Student
a due code. I confronti tra frequenze sono state eseguite usando il test 2. Le differenze
sono state considerate significative con p <0,05. Le variabili sono presentate come
media + SD. Infine, nello studio sul counseling il log-rank test non parametrico ¢ stato
utilizzato per confrontare tra i due gruppi il tempo di eliminazione dell’infezione da
HPV nei maschi e nelle femmine (tabella 15) e 1'infezione nel liquido seminale (tabella

17). Per confrontare il numero di siti infetti (tabella 16) e la percentuale di spermatozoi
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infetti (tabella 17) ad ogni momento del follow-up & stato utilizzato il test non
parametricodi Wilcoxon-Mann-Whitney. In entrambi i casi, la prima volta di una
differenza significativa tra i due gruppi ¢ stata individuata con il metodo di prova
ordinato (97). I valori di p sono stati ordinati a partire dalla fine e sono stati messi in
maniera da non essere in ordine decrescente. I valori di p <0,05 sono stati considerati

statisticamente significativi.
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5 RISULTATI

Nello studio della selezione spermatica mediante swim-up con eparinasi pazienti
positivi per ’'HPV nel liquido seminale avevano un’eta media di 36,7 + 3,8 anni, non
significativamente diversa dai soggetti normozoospermici. La Tabella 8 riporta le medie
dei parametri seminali, della FISH e/o IHC per HPV e del TUNEL test eseguiti sui
campioni di liquido seminale dei pazienti infetti e dei soggetti normozoospermici prima
(controlli) e dopo pooling ed incubazione con HPV16-L1 (liquido seminale incubato

con L1).



Tabella 8. Parametri seminali, TUNEL test e positivita per ’"HPV dei campioni di liquido seminale nei pazienti infetti, nei soggetti di
controllo e nei campioni incubati con HPV 16-L.1

Conta
Conc. Sperm Motilita
Volume H Sperm. tI:) tale. rooressiva Morfologia Vitalita TUNEL FISH/IHC
(mL) P (mill/m) oS P 5;% ) (%) (%) (%) (%)

Pazienti HPV

positivi (n=22) 3.1+0.9 7.6+0.2 29.0+10.3 87.7+36.3 29.6+14.2% 19.04+6.3 81.346.3 84.5+4.7 18.6+6.2
Soggetti

controllo 3.341.0 7.540.3 30.549.8 98.8+46.7 42.4+422.7 21.1+7.5 83.8 +8.3 86.3+3.4 0.0/0.0

(n=13)

Sperm. o
Incubati L1 - - - - 22.6+8.7 20.946.5 2.8+8.7 85.945.0 82.4+7.3

(pooD)®

¥ Volume seminale, pH, concentrazione e conta spermatica non sono riportati a causa del processo di pooling
* p<0.05 vs soggetti di controllo
*#* p<0.01 vs soggetti di controllo



Volume, pH, conta spermatica, morfologia e vitalita non erano diversi nei campioni di
liquido seminale dei soggetti HPV infetti e dei non infetti. Una riduzione significativa
della media della motilita progressiva degli spermatozoi ¢ stato ritrovato nei campioni
di liquido seminale dei pazienti infetti (29,6 + 14,2 p <0,05) rispetto ai controlli e questa
riduzione era ancora piu evidente nel pool degli spermatozoi incubati con HPV 16-L1
(22,6 + 8,7 p <0,01). I TUNEL test, effettuato per valutare la frammentazione del DNA
degli spermatozoi, non ha mostrato alcuna differenza significativa tra i pazienti infetti, i
controlli e il pool di spermatozoi incubati con HPV16-L1. L'analisi FISH per HPV ¢&
risultata positiva in tutti i campioni dei pazienti infetti, con una percentuale media di
positivita del 18,6 + 6,2% (da 6 a 31%). I campioni di liquido seminale dei soggetti di
controllo sono serviti come controlli negativi per la stessa analisi. L’IHC per L1,
utilizzata per verificare la presenza della proteina capsidica dell’HPV sugli spermatozoi
incubati, ha mostrato una positivita dell’82,4 + 7,3% (dal 67 al 93%), mentre i controlli
sono risultati negativi. Confrontando i campioni ottenuti con swim-up diretto e
modificato (con l'aggiunta di eparinasi III), non abbiamo osservato differenze

significative in termini di motilita, vitalita e di frammentazione del DNA (Tabella 9).
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Tabella 9. Parametri seminali e TUNEL test osservati nel liquido seminale dei pazienti infetti, dei soggetti di controllo e dei campioni
incubati con HPV 16-L1 prima e dopo swim-up diretto e modificato

Vitalita Sperm. Motilita Progress. TUNEL test
(%) (milioni) (%)
. Swim-up Swim- Swim-up | Basale . Swim-up
Basale @ Swim-up + Ep-IIT Basale up +Ep-III Swim-up +Ep-TII

Pazienti
HPV 81.3+6.3  90.5+4.1 88.345.0 || 25.2+6.3  9.8+2.1 8.5+2.0 | 84.5+4.7 87.845.5 85.8+6.9
positivi
Soggetti  g34.63 045431 928422 | 297489 105423 92422 | 863434 884446  87.545.1
controllo
Sperm. 85.945.0
Incubati  82.848.7 92.1+3.5 89.6+54.6 | 22.1+47.8 6.5+1.4 5.542.1 = 88.843.7 86.2+6.6
L1

Non sono state osservate differenze significative.



Nonostante fosse presente un trend peggiore nei campioni trattati con eparinasi III, la
vitalita e la frammentazione del DNA sono risultate migliori rispetto ai campioni pre-
trattamento. La Tabella 10 riporta la percentuale media di spermatozoi HPV positivi
rilevati dalla FISH e/o dall’IHC nei tre gruppi prima e dopo lo swim-up diretto e

modificato.

Tabella 10. Positivita al’HPV dei campioni di liquido seminale dei pazienti infetti, dei soggetti di
controllo e degli spermatozoi incubati con HPV 16-L.1 prima e dopo swim-up diretto e modificato

FISH/IHC (%)

Basale Swim-up Swim-up
+Ep-II1
Pazienti HPV 18.6+6.2 4.5+1.5%* 0.0
positivi
Soggetti di 0.0/0.0 0.0/0.0 0.0/0.0
controllo
Sperm. 82.4+7.3 19.8+6.8%** 0.0
Incubati L1

*#* p<0.01 vs campioni basali € campioni post swim-up.

Mentre i controlli sono sempre risultati negativi sia per la FISH che per I'IHC, i
campioni dei pazienti positivi e gli spermatozoi incubati con HPV-16 L1 hanno
mostrato una positivita sia prima che dopo swim-up (18,6 + 6,2% basale vs 4,5 + 1,5%
post swim-up p <0,01 e 82,4 + 7,3% basale vs 19,8 + 6,8% post swim-up p <0,01,
rispettivamente). Dopo il trattamento con eparinasi-III, sia i campioni dei pazienti infetti

che quelli ottenuti dal pool post incubazione, sono risultate negativi sia alla FISH che
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al’THC. In figura 10 ¢& riportata l'analisi di citometria a flusso eseguita nel pool di

spermatozoi, prima e dopo incubazione con HPV 16-L1 e dopo il trattamento con

eparinasi IIL.

o
o
@

==+ Pre-L1-incubated pooled sperm
= |1-incubated pooled sperm

=== L1-incubated pooled sperm
after Hep-Ill treatment

Counts

T - T
1 102
FL2H

Figura 10. Citometria a flusso per HPV eseguita sugli spermatozoi del pool (linea tratteggiata) e
sugli spermatozoi incubati con L1 prima (linea nera) e dopo (linea grigia) trattamento con
eparinasi-III.

La figura 11 mostra le immagini ottenute mediante FISH e IHC eseguite sui campioni di
liquido seminale dei pazienti positivi, dei soggetti di controllo e sugli spermatozoi

incubati con L1, prima e dopo swim-up diretto e modificato.
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Pre Swim-up After Swim-up After Swim-up + Hep-ll

HPV-infected
patients
(FISH)

Control
subjects
{FISH)

L1-incubated
sperm
{IHC)

Control
subjects
{IHC)

Figura 11. Rilevamento della positivita al’HPV dei campioni di liquido seminale dei pazienti
infetti, dei soggetti di controllo e degli spermatozoi incubati con HPV 16-L1 prima e dopo swim-up
diretto e modificato.

Per effettuare lo studio su ASA e HPV abbiamo arruolato tre gruppi di pazienti: 61
infertili con infezione da HPV nel liquido seminale (eta 35,3 + 4,7 ), 104 infertili senza
infezione (eta 34,2 + 3,8) e 92 soggetti fertili di controllo (eta 35,5 + 4,2). La presenza
dell’HPV ¢ stata rilevata mediante PCR col primer SPF10 e la genotipizzazione ¢ stata
eseguita col saggio INNO-LiPA HPV Extra (Innogenetics, Gent, Belgio), in grado di
identificare i seguenti genotipi: HPV - 6, 11,16, 18,26 ,31,33,35,39,40,42,43

,44,45,51,52,53,54,56,58,59,66,68,69/71,70,73 ,74 ¢ 82 . Ciascuno dei
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61 campioni positivi & stato ulteriormente valutato mediante FISH per HPV per
determinare la percentuale di spermatozoi infetti. Come riportato in precedenza, solo

una parte di cellule era legata all’HPV ( Figura 12).

BbpNnA W DNA HPV

Figura 12. Un esempio di FISH per HPV eseguita su campioni di liquido seminale di pazienti
infertili. A campioni non infetti, B campioni infetti.

In particolare, abbiamo osservato una percentuale media di spermatozoi infetti del 24,7
+ 4.,8. i campioni di liquido seminale di ogni gruppo sono stati ulteriormente analizzati
per la valutazione dei parametri seminali, le aneuploidie spermatiche e la presenza di

anticorpi antispermatozoo (Tabella 11).
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Tabella 11. Parametri seminali, FISH per aneuploidie spermatiche e SpermMar test rilevati nei tre gruppi di pazienti

Sperm conc. s , L e FISH Sperm-Mar
(mill./mL) SP(";'I.’Z'Z’)"" M‘(’fy’i”“ M"’{,‘;l)"g ia V”(‘fyl’)’“y Aneuploidie test
. ° © ° (%) p.tsn (%)
Infertili 32.0+11.2 94.2 +36.5 29.0+11.4 18.8+6.2 80.0+7.1 12406 26 (42.6%
HPV+ (n=61) O+11. .2 + 36. O+11. .8+6. O0+7. 2+0. (42.6%)
Infertili
HPV- 34.6+9.8% | 108.8+445 | 47.8+11.0 18.5+4.3 83.2+5.1 1.3+04 12 (11.5%)*
(n=104)
C(‘:I“:t;g;h 513+84% | 156.0+429 | 534+114 213+47 83.6+5.1 0.9+0.3 2 (2.2%)*

*p <0.01




Il volume seminale, il pH ( dati non riportati ), il numero di spermatozoi, le forme
normali e la vitalita non erano differenti nei pazienti infetti € in quelli non infetti,
nonostante una significativa riduzione del numero di spermatozoi rispetto ai controlli.
Una significativa riduzione della motilita progressiva degli spermatozoi ¢ stata trovata
nei campioni dei pazienti infetti, sia rispetto ai controlli che ai pazienti infertili non
infetti (p <0,01 e <0,01 rispettivamente). La percentuale di aneuploidie non era
significativamente diversa nei tre gruppi mentre la presenza di ASA era piu frequente
nei soggetti infertili. E stato interessante notare che questa frequenza era
significativamente maggiore nei pazienti infertili infetti rispetto a quelli non infetti

(p<0.01). La figura 13 mostra un esempio di spermMar positivo .

oo
- 41
‘ a- Positive spermatozoa to antisperm antibodies; b- Negative spermatozoa to antisperm antibodies

Figura 13. Esempio di spermMar positivo ottenuto da un campione di liquido seminale infetto

Anche la percentuale media di ASA era significativamente piu alta nei pazienti infetti

rispetto a quelli non infetti (percentuale media 34,7+19,8 e 15,849,6 rispettivamente).
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Nessuna associazione & stata riscontrata tra i genotipi ad alto e basso rischio dell’ HPV e
parametri seminali, aneuploidie o presenza di ASA. Tra i campioni infetti, 5 avevano
I’HPV 16 e due di questi avevano uno spermMar positivo. In questi campioni abbiamo
testato la presenza delle diverse immunoglobuline (IgA, IgG e IgM) . Nei due campioni
con ASA abbiamo osservato la coopresenza di HPV-16 L1 sia con IgA e IgG, ma non
con IgM (Figura 14a). Nessuna colorazione per qualsiasi Ig ¢ stata trovata negli altri tre

campioni (Figura 14b).

L1 HPV-16 m DAPI

Figura 14. Analisi al microscopio confocale per I'HPV-16 L1 e immunoglobuline. Riga (a) mostra la
co-colorazione di IgA e IgG con le proteine HPV in campioni infetti ASA positivi. Riga (b) mostra
I'assenza di immunoglobuline in campioni infetti ASA negativi.

Abbiamo seguito i 61 pazienti infetti mediante FISH per HPV e spermMar test ed i

risultati sono riportati in figura 15.
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26 p.ts positive to

61 p.ts with HPV sperm { Ll

infection 35 p.ts negative to

I spermMar test (57.4%)

e

12 months

24 months

Figura 15. Follow up di 61 pazienti infertili con infezione da HPV nel liquido seminale. E indicata la
prevalenza e I’eliminazione sia dell’infezione che degli ASA a 0, 12 e 24 mesi.

In 24 mesi i pazienti infetti (tra i quali 26 avevano uno spermMar test positivo) sono
stati esortati ad avere rapporti sessuali protetti, ad evitare di fumare e a rivolgersi alla
nostra unita in caso di sviluppo di condilomi. Dopo 12 mesi, 39 su 61 (63,9 %) sono
risultati ancora positivi per 'HPV e 17 di loro (43,6%) anche allo SpermMar test,
mentre i 22 (36,1%) che avevano eliminato 1’infezione risultati negativi anche allo
SpermMar test. Dopo ulteriori 12 mesi, 9 pazienti (14,7 %) erano ancora HPV positivi e
5 (55,5 %) avevano ASA nel liquido seminale, mentre gli altri 30 sono risultati negativi
sia per l'infezione che per ASA. La Tabella 12 riporta i valori medi della motilita
spermatica osservati durante il periodo di follow-up nei pazienti infertili infetti con e

senza anticorpi antispermatozoi.
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Tabella 12. Numero di pazienti infetti e motilita spermatica all’arruolamento e durante il follow-up

(12 e 24 mesi)
TO T 12 mesi T 24 mesi
N p.ts | Motilita (%) N Motilita (%) N Motilita (%)
p.ts p-ts
Infertili
HPV+ 61 29.0+ 114 39 30.1 +8.1 9 31.1+6.3
totale
Infertili
HPV+ 26 27.2+12.7 17 284+54 5 28.0+2.7
SpermMar +
Infertili
HPV+ 35 30.5+10.3 22 31.4+9.6 4 350+7.7
SpermMar -
Infertili
HPV- / / 22 46.8 + 13.0 30 47.1+12.1
(negativizzati)

Anche se non vi era alcuna differenza significativa nella motilita spermatica tra i

pazienti con spermMar test positivo o negativo, il primo gruppo ha mostrato una ridotta

motilita bassa durante tutto il follow-up. I pazienti che avevano eliminato I’infezione a

12 e 24 mesi hanno mostrato una motilita spermatica media non significativamente

diversa da quella dei pazienti infertili non infetti (46,8+13,0% e 47,1+12,1 %,

rispettivamente, vs 53,4+11,4 %) .

Nello studio su HPV e sangue i parametri seminali dei pazienti con infezione da HPV16

e dei soggetti di controllo sono riportati in Tabella 13.
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Tabella 13. Parametri seminali e percentuale media di cellule positive riscontrate nel liquido seminale di soggetti positivi per HPV 16 e dei
controlli

SperMar Media % Media %
Vitalita Morfologia Conc. Numero tot. Motilita positive Sperm H;’V non-sperm.
(%) (%) (10%/ml) (10°%) (%) samples P o HPV 16+
(%)
H&‘;‘g Y 792:+112 198+58 4421158 108.9+859 283+ 14.3* 37.5* 26.2+59* 19.3+8.4"
Controlli
(n=16) 83.1+75 19.1 + 8.0 37.1 + 91 1151 +448 404 +16.8 6.3 0 0

p<0.01 vs controlli



Abbiamo osservato una ridotta motilita spermatica e un’aumentata frequenza di
positivita allo SperMar test nei campioni HPV16 positivi. Altre differenze significative
tra i parametri seminali dei due gruppi non sono state osservate. La FISH per 'HPV ha
mostrato una media del 26,2+5,9% di spermatozoi infetti. Tra le altre cellule presenti
nel liquido seminale abbiamo osservato una media del 19,3 + 8,4% di positivita per
I’HPV. Le caratteristiche morfologiche di queste cellule erano chiaramente visibili al
microscopio e variavano da cellule grandi e di forma irregolare con margini nucleari
frastagliati di probabile origine epiteliale, a cellule nucleate di forma rotonda e regolare
con citoplasma limitato, simili a quelle della linea mieloide (Figura 16A I e II). Nessun

tipo cellulare € risultato infetto nei campioni seminali dei controlli.

B DAPI [ HPV-DNA

M E6-HPV16 M L1-HPV16
HDAPI EDNA-HPV

Figura 16.

a: FISH per HPV in cellule (non spermatozoi) in campioni di liquido seminale. a I cellule epiteliali
e a II cellule non epiteliali.

b: FISH e immunofluorescenza dell'espressione HPV16 E6 o L1. b I HPV16-E6 e b II HPV16-L.1
espresse nelle cellule rotonde.
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Non era presente alcuna differenza tra il numero di cellule rotonde tra i due gruppi
(0,003 + 0,002 e 0,002 + 0,001 nei campioni infetti ed in quelli non infetti

rispettivamente p > 0,05;Tabella 14).

Tabella 14. Concentrazione delle cellule rotonde nel liquido seminale e valutazione molecolare
del’HPV DNA nel liquido seminale e nei mononucleati circolanti ottenuti da campioni di soggetti
infetti e soggetti di controllo

Liquido seminale Sangue
Cellule Sellule PBMC  PBMC
Campione rotob_nde FISH FISH HPV
(x10%/ml) (+-) (+/-) (+/-)
1 0,002 + - -
2 0,002 + - -
3 0,001 + - -
g? 4 0,001 + - -
3 5 0,002 + - -
T, 6 0,003 + + +
S 7 0,001 + - -
- 8 0,001 + + +
% 9 0,005 + - -
< 10 0,005 + + +
= 11 0,004 + - -
o 12 0,003 + - -
2 13 0,003 + - -
= 14 0,001 + + -
s 15 0,003 + - -
16 0,004 + - -
Media 0,003%0,001
1 0,001 - - -
2 0,002 - - -
3 0,005 - - -
4 0,001 - - -
5 0,002 - - -
6 0,004 - - -
7 0,003 - - -
9 8 0,001 - - -
3 9 0,001 - - -
o 10 0,003 - - -
= 1 0,001 - - -
12 0,000 - - -
13 0,003 - - -
14 0,003 - - -
15 0,002 - - -
16 0,001 - - -

Media 0,002 + 0,001

PBMC: Cellule mononucleate del sangue periferico
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Per determinare il fenotipo molecolare delle cellule positive per ’HPV, abbiamo
effettuato una centrifuga con gradiente di densita. Il numero di cellule rotonde
recuperato dal liquido seminale non era significativamente diverso tra i campioni dei
soggetti infetti e non infetti. La FISH eseguita sulle cellule rotonde ha rilevato il DNA
dell’HPV in tutti i campioni infetti ma non nei controlli. Il numero di cellule rotonde
infettate variava dal 10 al 40 %. Il DNA virale era localizzato principalmente nel
citoplasma e meno frequentemente a livello del nucleo (figura 16b I- II). Inoltre, in
quasi tutte le cellule rotonde positive, ¢ stato rilevato un segnale sia per E6 che per L1.
anche tali  proteine erano localizzate  prevalentemente a livello
citoplasmatico.L’immunofluorescenza per CD45 ed E6 eseguita sugli stessi campioni
(figura 17a) ha messo in evidenza che la maggior parte (> 95%) di cellule rotonde
infette non erano leucociti mononucleari mieloidi (98). Ulteriori test di
immunofluorescenza (figura 17b I- II) su cellule mononucleate HPV positive, che
esprimevano la proteina E6, mostravano raramente una colorazione per i marcatori dei
CD4 o CDS. d’altra parte, la colorazione specifica per i marcatori dei CD20 o CD56
marcatori ¢ stata riscontrata nel 20% e nel 70% rispettivamente delle cellule positive per

E6.
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M pAPI M E6 HPV16 CD45, leukocytes marker

M CD 20 (B- lymp.) b1 MCD 56 (NK-lymp.)

B DAPI HE6 HPV16

Figura 17.
a: immunofluorescenza per 1'espressione di E6 e CD45 sulle cellule rotonde del liquido seminale.
b: immunofluorescenza di E6 e CD20 o CD56 su leucociti nel liquido seminale.

La presenza dell’HPV nelle cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) ¢ stata
inizialmente valutata mediante FISH. Come riportato in tabella 13, 4 pazienti (25%)
positivi per 'HPV16 nel liquido seminale, mostravano una specifica positivita per
I’HPV in una popolazione molto ristretto di PBMC che andava dallo 0,1 allo0,6%
(figura 18a). Nei soggetti di controllo non ¢ stata rilevata alcuna presenza di PBMC
infetti. In parallelo, la presenza di HPV DNA nelle cellule mononucleari del sangue

periferico & stata valutata mediante PCR. Tale indagine ha mostrato la presenza del
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DNA virale in 3 su 4 campioni di PBMC infetti rilevati dalla FISH (Figura 18b).

Nessuno dei controlli ¢ risultato positivo.

H DAPI B DNA-HPV
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Figura 18. a: FISH per HPV nelle cellule mononucleate del sangue periferico.

b: PCR per HPV DNA in cellule mononucleate del sangue periferico nei pazienti e nei controlli. Un
esempio di prodotto di HPV DNA (139-145 kDa) rilevabile nei pazienti 8 e 10 (Pt8 e Pt10,
rispettivamente), e non rilevabile nei pazienti 5, 7 e 12, nonché in tutti i soggetti di controllo (Pt5,
Pt7, Pt12 e Ctl1-5 rispettivamente). Una banda di tiosolfato sulfutranserasi (TST) a 202 kDa & stata
utilizzata come controllo interno.

Ulteriore analisi di immunofluorescenza hanno evidenziato che il DNA virale era
localizzato nel citoplasma delle cellule positive e co-localizzava con E6 ed L1 in quasi
tutte le cellule positive (Figura 19a I- II). Infine, ¢ stato studiato il fenotipo molecolare
dei PBMC infetti presenti nel sangue periferico. Le cellule positive per E6 esprimevano

principalmente CD20 o CD56 ( 35% e 60% rispettivamente) (figura 19b I- II) . Nessuno
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dei campioni che esprimeva E6 presentava una co-espressione di CD4, mentre un 5% di

quelle cellule esprimeva CD8 (dati non mostrati)

M E6 HPV16

M L1 HPV1e6
HDAPI MHPV-DNA B E6 HPV16

Figura 19. a: immunofluorescenza per HPV16 E6 ed L1 sulle cellule mononucleate del sangue
periferico. a1 HPV16 E6 e a Il HPV16 L1 riscontrate su PBMC positivi.

b: immunofluorescenza per HPV16 E6 e CD20 o CD56 su PBMC. PBMC positivi b I esprimenti
HPV16 E6 e CD20. b II esprimenti HPV16 E6 e CD56

Infine, nello studio sul counseling abbiamo considerato 74 maschi, partner di donne
HPV positive, e di questi abbiamo osservato un’infezione in 56 (75.7%). Le 56 coppie
positive per almeno un sito genitale analizzato, sono state seguite per 24 mesi. Durante
il follow-up sono uscite dallo studio tre coppie del gruppo A e quattro del B e pertanto i
dati sono riferiti alle 49 coppie rimanenti. L’eta media all’arruolamento era di 33.4 + 4.7

anni per le donne e di 37.6 + 5.2 per i maschi. In Tabella 15 ¢ riportata la prevalenza
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dell’infezione da HPV nei vari siti genitali maschili e femminili osservata al momento

dell’arruolamento.

Tabella 15. Prevalenza dell’infezione da HPV nei differenti siti genitali nei maschi e femmine delle
49 coppie infette eterosessuali arruolate nello studio

1 siton =6 (12.3%) 2 sitei n = 15 (30.6%) 3 sitei n =28 (57.1%)
Maschi c U S C+U C+S U+S C+U+S  Totale
n 4 0 2 8 5 2 28 49
(%) (8.2) 4.1) (16.3) (10.2) 4.1) (57.1) (100)
Femmine Cx Cx+CIN 1 Cx+CIN 2 Totale
n 16 28 5 49
(%) (32.7) (57.1) (10.2) (100)

C = Solco balano prepuziale, U = Uretra,S = Liquido seminale, Cx = Cervice, CIN 1 =
neoplasia cervicale intraepiteliale di grado 1, CIN 2 = neoplasia cervicale intraepiteliale di
grado 2

Nella popolazione maschile, la ricerca del papilloma virus nel solco balano-prepuziale,
nell’uretra e nel liquido seminale, ha messo in luce che il 57.1% aveva I’infezione in
tutti i siti, i1 30.6% in due e il 12.2% solo in uno. Il sito maggiormente coinvolto era il
solco con il 91.8% di prevalenza. Undici maschi su 49 (22.4%) presentava verruche che
sono state rimosse mediante laser terapia al momento dell’arruolamento e in caso di
ricomparsa durante il follow-up. Nelle donne la diagnosi di infezione ¢ stata fatta
mediante tampone cervicale, e tra queste il 67.3% era positivo anche al Pap test. In
particolare, il 57.1% presentava neoplasia cervicale intraepiteliale di grado 1 e il 10.2%
di grado 2 (CIN 1 e CIN 2 rispettivamente). Tra le pazienti con CIN 2, 3 (1 del gruppol
e 2 del gruppo B) sono state trattate mediante escissione diatermica o conizzazione,

mentre le altre (1 del gruppo A e 2 del gruppo B) sono state semplicemente monitorate.
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In questo studio abbiamo riscontrato i seguenti genotipi: HPV-6, 11, 16, 18, 31, 33, 35,
39, 40, 44, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 66, 69/71, 70, 73 e 74. Sia nei maschi che nelle
femmine, le verruche erano piu frequentemente associate all’ HPV 6, HPV 11 e HPV 16.
Nel 38.8% degli uomini e nel 40.8% delle donne abbiamo osservato una confezione ed
¢ stata riscontrata una concordanza di genotipi tra i partner nel 69.4% dei casi. La
ricerca dell’infezione nella cavita orale, ha riportato una positivita solo nelle coppie che
avevano dichiarato di praticare sesso orale, e tra queste 22 coppie il 22.7% era positivo.
La prevalenza era maggiore nelle femmine (18.2%) rispetto ai maschi (4.5%) e i

genotipi virali riscontrati sono stati i seguenti: 6, 16, 18, 33 and 74 (Figura 20).

NC oral sex
o1

Oral infaction

49 HPV
infected couples

Oral sex
22/49 (44.9%)

5/22 (22.7%)

\4322{13‘2%} \ \1f22{4-5%} ‘

Q@ d

Figura 18. Prevalenza dell’infezione orale da HPV osservata al momento dell’arruolamento in 49
coppie eterosessuali che hanno riferito, o no, di praticare sesso orale.

Nessun paziente presentava lesioni orali e tutti sono risultati negativi dopo 12 mesi di

follow-up. Dopo l’assegnazione randomizzata delle coppie in due gruppi A (con
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counseling) e B (senza counseling), i soggetti sono stati seguiti in follow-up a 6, 12, 18
e 24 mesi. La
Tabella 16 riporta il trend dell’infezione maschile e femminile dei gruppi A e B durante

il follow-up.

Tabella 16. Trend dell’infezione da HPV nella popolazione maschile e femminile dei gruppi A e B
durante il follow-up

Femmine n. (%) Maschi n. (%)
Tempo Gruppo A GruppoB = Gruppo A Gruppo B
n. (%) n. (%) n. (%) n. (%)

Basale 24 (100) 25 (100) 24 (100) 25 (100)
6 mesi 17 (70.8) 10 (40) 23 (95.8) 20 (80)
12 mesi 13 (54.2) 14) 19 (79.2) 14 (56)
18 mesi 6 (25) 0 11 (45.8) 3(12)
24 mesi 2(8.3) 0 5(20.8) 0

Risulta evidente che i soggetti del gruppo B avevano una media del tempo di
eliminazione del virus significativamente maggiore rispetto al gruppo A (femmine
p<0.001, maschi p<0.01). Inoltre, a 12 mesi solo una donna del gruppo B (con Pap test
negativo) e 13 del gruppo A (sette con CIN 1 e una con CIN 2) sono risultate ancora
infette. Dopo 24 mesi tutti i soggetti del gruppo B risultavano negativi, mentre nel
gruppo A, 'infezione persisteva nell’8.3% delle donne e nel 20.8% dei maschi.

Durante il follow —up abbiamo osservato nella popolazione maschile del gruppo B non
solo una piu rapida eliminazione del virus, ma anche una maggiore riduzione dei siti

coinvolti (Tabella 17).
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Tabella 17. Numero di siti infetti nei maschi dei gruppi A e B durante il follow-up

Tempo
Basale
6 mesi*
12 mesi
18 mesi**
24 mesi

*p<0.05
**p = (.01

1 sito

2 siti

3 siti

Gruppo A Gruppo B

Gruppo A Gruppo B

Gruppo A Gruppo B

n. (%) n. (%) n. (%) n. (%) n. (%) n. (%)
3(12.5) 3(12) 8 (33.3) 7 (28) 13 (54.2) 15 (60)
5(20.8) 11 (44) 11 (45.8) 6 (24) 7(29.2) 3(12)
9 (37.5) 9 (36) 9 (37.5) 5 (20) 14.2) 0
8 (33.3) 3(12) 2 (8.3) 0 14.2) 0
4 (16.6) 0 14.2) 0 0 0

Tale differenza era gia presente dopo sei mesi, € a 18 nessun paziente del gruppo B

aveva pilt di un sito coinvolto contro il 12.5% del gruppo A. Considerando la

prevalenza dell’infezione nel liquido seminale, non abbiamo osservato differenze

significative tra i due gruppi. Tuttavia era evidente un trend di eliminazione

dell’infezione piu rapida nel gruppo B, e nessun paziente di tale gruppo a 18 mesi

presentava I’infezione a livello seminale. Considerando la popolazione di spermatozoi

infetti (Tabella 18), la percentuale era significativamente pilt bassa nel gruppo B a

partire dal sesto mese.
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Tabella 18. Andamento dell’infezione e percentuale di spermatozoi infetti nel liquido seminale nei
maschi dei gruppi A e B durante il follow-up

Infezione seminale % spermatozoi infetti

Tempo Gruppo A Gruppo B Gruppo A Gruppo B

n. (%) n. (%) % %
basale 19 (79.2) 18 (72) 329+ 10.5 335+7.8
6 mesi 13 (54.2) 8 (32) 244 +7.8 17.1 +4.9%
12 mesi 6 (25) 3(12) 157+5.6 53+2.1
18 mesi 2(8.3) 0 95+35 0
24 mesi 14.2) 0 4.0 0

*p< 0,05; Gruppo B vs Gruppo A

Considerando le coppie, la media del tempo di eliminazione dell’infezione era piu bassa

nel gruppo B (p<0.05). Al termine del follow-up tutte le coppie del gruppo B risultarono

negative, mentre il 20.8% delle coppie del gruppo A presentava ancora I’infezione.
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6 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Le malattie sessualmente trasmissibili (MST) possono influire sulla salute e la fertilita
sia dei maschi che delle femmine. L'HPV ¢& I'agente di una delle pii comuni infezioni a
trasmissione prevalentemente sessuale che puo essere asintomatica o causare condilomi
e neoplasie (99-104). Un'elevata incidenza di tale infezione & stata riscontrata nel
liquido seminale di soggetti sessualmente attivi con e senza fattori di rischio quali
I’elevato numero di partner sessuali, il mancato utilizzo del preservativo e il fumo (42,
44, 52). Recenti studi suggeriscono un'associazione tra 1’alterazione dei parametri
seminali e I'infezione da HPV, e la motilita sembra essere il parametro principalmente
coinvolto (71-73). Inoltre, un'alta prevalenza dell’infezione da HPV ¢ stata segnalata in
pazienti infertili e nei campioni di liquido seminale crioconservati da parte di soggetti
che ricercano gravidanze mediante tecniche di fecondazione in vitro (IVF), i quali
hanno preventivamente crioconservato il seme ai fini di preservare la fertilita (105,
106). Studi in vitro hanno dimostrato che gli spermatozoi infettati artificialmente sono
in grado di penetrare 1'ovocita, trasferire il genoma dell’ HPV all’ovocita, e che i geni
HPYV sono poi attivamente trascritti dall’ovocita fertilizzato (77). Inoltre, I'esposizione
di due cellule di embrione di topo a frammenti di DNA di HPV, ha evidenziato effetti
fase-specifici sull’embrione da parte del’HPV-16 e HPV-18, che consiste in una
diminuzione della formazione della blastocisti e in un ridotto processo di attecchimento
(107). Uno studio condotto da Hermonat et al. ha messo in evidenza che l'infezione da
HPV ¢ piu frequentemente riscontrata in campioni provenienti da aborti spontanei

rispetto a campioni provenienti da aborti elettivi, suggerendo un importante ruolo di
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questo virus nell’infertilita e nell’aborto.(108). Inoltre, recenti scoperte hanno
dimostrato che le coppie positive per HPV che si sottopongono a tecniche di
riproduzione assistita (ART), registrano un aumentato rischio di interruzioni di
gravidanza rispetto a quelle non infette. In particolare, questo studio ha dimostrato che
l'infezione nel liquido seminale ¢ il parametro predittivo maggiore di aborto spontaneo
(109). Molti tentativi sono stati eseguiti per eliminare I’HPV dal liquido seminale di
pazienti infetti. Utilizzando tre tecniche classiche di selezione spermatica (lavaggio,
gradiente di densita e swim-up) avevamo precedentemente osservato solo una riduzione
degli spermatozoi positivi per HPV, ma solo in pochi casi trattati con swim-up, siamo
stati in grado di eliminare I'infezione da HPV (91). Alla luce di queste osservazioni,
possiamo concludere che la tenacia del legame tra 'HPV e gli spermatozoi ¢ molto
forte. Pertanto, risulta di fondamentale importanza 1’identificare di nuovi protocolli di
selezione degli spermatozoi, in grado di rimuovere l'infezione da HPV dalle cellule del
liquido seminale prima del loro utilizzo mediante ART. Alle coppie sierodiscordanti
HIV positive che si sottopongono ad ART, ¢ stato proposto con successo un trattamento
enzimatico del liquido seminale infetto al fine di ottenere una gravidanza sicura (28).
Nel presente studio, abbiamo testato una versione modificata di swim-up addizionato
con eparinasi-III con lo scopo di eliminare 'HPV dai campioni di liquido seminale
infetto. Il razionale di questo trattamento & stato quello di scindere il legame tra ’HPV e
il suo ligando putativo Syndecan-I, localizzato sulla superficie degli spermatozoi.
Abbiamo confermato che gli spermatozoi positivi per I'HPV presentano una riduzione

significativa della loro motilita progressiva, e lo stesso dato ¢ stato osservato negli
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spermatozoi infettati artificialmente, ottenuti mediante 1’incubazione degli spermatozoi
con la proteina del capside virale. Questo dato sostiene I’ipotesi che I’HPV rivesta un
ruolo importante come fattore di rischio per l'infertilita maschile, anche se gli altri
parametri spermatici e l'integrita del DNA degli spermatozoi infettati risultavano
inalterati. Inoltre, eseguendo la FISH, abbiamo riscontrato che i pazienti positivi per
I’HPV nel liquido seminale presentano un'alta prevalenza (circa il 20%) di spermatozoi
infetti. La tenacia di legame tra ’HPV e gli spermatozoi ¢ stata dimostrata essere molto
forte, e lo swim-up non ¢& efficace nell’eliminazione degli spermatozoi positivi dal
liquido seminale. L'applicazione dello swim-up modificato, ha mostrato un
peggioramento della vitalita, della motilita e della frammentazione del DNA che
potrebbe sollevare preoccupazioni circa l'utilizzo clinico di questa tecnica. Tuttavia, le
differenze tra swim-up diretto e modificato non sono statisticamente significative. Una
scoperta importante di questo studio riguarda la percentuale di spermatozoi infetti
osservati prima e dopo il trattamento con eparinasi-IIl. Anche se una significativa
riduzione della percentuale di spermatozoi infetti ¢ stata osservata dopo swim-up
diretto, ¢ interessante notare come lo swim-up modificato sia in grado di eliminare
completamente I’HPV DNA dagli spermatozoi. Questo ¢ il primo studio che dimostra
I’efficacia di una tecnica di swim-up modificata nella selezionare di spermatozoi non
infetti da campioni di liquido seminale positivi per ’'HPV. Inoltre, abbiamo dimostrato
che il trattamento con [Ieparinasi-Ill a tali concentrazioni non influenza
significativamente la qualitd degli spermatozoi e l'integrita del DNA degli stessi. Ad

oggi gli studi che hanno preso in considerazione 1’impatto negativo delle infezioni virali
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sulla fertilita maschile, hanno individuato tre diversi aspetti: a) le infezioni inducono un
decadimento della salute generale e di conseguenza della fertilita, b) spesso i pazienti
sono sottoposti a terapie antiretrovirali che possono provocare danni testicolari ed
azoospermia, c) il virus pud avere un effetto negativo diretto sugli spermatozoi. In
questo studio abbiamo valutato un nuovo possibile meccanismo di infertilita maschile
correlato all’HPV. Dalle analisi effettuate &€ emerso non solo che un maggior numero di
soggetti infetti era coinvolta nel processo immunitario (42.6%) rispetto ai soggetti
infertili e di controllo (11.5% e 2.2% rispettivamente), ma anche che una maggior
percentuale di cellule era coinvolta in tali campioni. Questi dati, considerando anche
I’esclusione di tutte le altre cause note di ASA, suggeriscono che la presenza dell’ HPV
sulla superficie spermatica potrebbe rappresentare uno stimolo antigenico per la
produzione di anticorpi antispermatozoo. Per dare ulteriore forza all’ipotesi di un ruolo
del virus nella produzione di anticorpi, nei campioni risultati positivi allo spermMar test
abbiamo documentato la contemporanea presenza della proteina capsidica virale e delle
immunoglobuline. In particolare, abbiamo osservato che ad una positivita per la
proteina HPV 16-L1 corrispondeva una positivita anche per le IgA e le IgG. Inoltre,
valutando il tempo di eliminazione dell’infezione, abbiamo osservato che una
significativa clearance dell’ HPV ¢ ottenuta dopo 24 mesi, e la scomparsa degli ASA ¢
strettamente correlata e va di pari passo con quella del virus e con un miglioramento
della motilita spermatica. Inoltre abbiamo identificato per la prima volta la presenza
dell’ HPV in leucociti CD45 nel liquido seminale dei pazienti infetti. Il virus & stato

rilevato anche in una sottopopolazione molto limitata di leucociti circolanti. Sebbene sia
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noto un tropismo quasi esclusivo di questo virus per le cellule epiteliali (110), alcuni
autori hanno descritto una diffusione in circolo sia da tumori che da siti infetti (92,111).
Pao et al., 1991, per primi hanno riportato la presenza di diversi tipi di HPV (6,11,16 e
18) in cellule mononucleate di sangue periferico in pazienti donne affette da infezione
da HPV nel tratto genitourinario (111). Inoltre in un recente studio condotto su pazienti
HIV positivi, 11 dei 57 campioni di sangue raccolti erano positivi per il DNA virale
(95). Questi autori hanno ipotizzato che il genoma dell’HPV rilevato nei campioni
positivi sia in forma episomale, anche se era presente un ridotto numero di copie di
DNA. In un altro studio che ha considerato un gruppo sano di donatori di sangue
australiani, la presenza del DNA virale nei leucociti periferici ¢ stata riscontrata in circa
I'8 % dei soggetti (93). Una spiegazione alla presenza del’HPV in circolo puo essere
data dalla risposta immunitaria. Infatti, le infezioni virali locali e sistemiche sono
controllati da meccanismi dell'immunita innata e adattativa, mediante attivazione sia
della risposta umorale, che impedisce la ricomparsa della malattia (112), sia di quella
cellulo-mediata. In particolare durante la risposta cellulo-mediata, le cellule NK e le
cellule NK-T CD1d -limitate (cellule iNKT ) rappresentano le principali popolazioni di
cellule del sistema immunitario innato responsabili dell’eliminazione dell’infezione. Le
cellule NK esprimono costitutivamente IFNY, granzima e perforina. Questi sono
“innescati” per attivare una risposta immunitaria rilevando una diminuita espressione di
MHC -I sulle cellule infettate. Nel caso dell’HPV tale riduzione d’espressione ¢ causata
dall’oncoproteina virale E7 che si lega a siti specifici di presentazione e della via di

presentazione del’MHC-I.(113). Parallelamente, I'attivazione delle cellule presentanti
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I'antigene (APC) e la successiva presentazione dell'antigene nei linfonodi drenanti &
necessaria per l'attivazione di una risposta adattativa primaria ad un agente infettante.
Per quanto riguarda ’'HPV, le APC locali competenti sono le cellule del Langherhans
dell'epidermide, le cellule dendritiche presenti nel derma, e occasionalmente i linfociti B
CD20 (114-116). Dati ottenuti da modelli animali suggeriscono che le APC legano le
VLP virali mediante il recettore FcyRIII (117), degradano I’antigene grazie al proteo
soma e li ingloba nelle MHC II presenti sulla superfice cellulare. Successivamente, le
APC innescano una risposta adattativa mediata dalle cellule T CD4 e CD8 (117, 118),
in parte mediante il rilascio di una serie di citochine infiammatorie come l'interleuchina
1B, interleuchina 12, TNFa, e interleuchina6 (119). In questo studio abbiamo
documentato la presenza di markers del’HPV in una sottopopolazione di leucociti nel
liquido seminale di soggetti infetti. Oltre al DNA abbiamo rilevato anche la presenza
delle proteine virali L1 ed E6. In particolare, le cellule positive erano linfociti B CD20 e
NK CD56, due popolazioni di leucociti solitamente reclutati durante la risposta
all'infezione virale. Inoltre, nel sangue periferico del 25% di pazienti ¢ stata riscontrata
la presenza di cellule HPV positive, dato questo ulteriormente confermato mediante
PCR. In accordo con i risultati osservati nel liquido seminale, il DNA e le proteine virali
nel sangue sono stati principalmente associati alle cellule CD20 e CD56. E' plausibile
che il ritrovamento del DNA e della proteina L1 sia dovuto alla captazione endocitica
dei virioni, dato che essi sono per lo piu osservati in modo puntiforme nel citoplasma.
Tuttavia, se fosse solo un fenomeno di endocitosi del virione, non si spiegherebbe la

rilevazione della proteine E6, ed ¢ altamente improbabile che il segnale osservato di E6
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sia un artefatto dal momento che si € riscontrato solo nelle cellule positive al DNA
virale. Queste evidenze suggeriscono che le NK e i linfociti B rappresentano possibili
bersagli del’HPV, come riportato in studi precedenti (119-121). Infatti, da un lato
Renoux et al. (120) da studi in vitro hanno dimostrato che l'attivita citotossica e la
produzione di citochine da parte di cellule NK sembrano connesse alla rapida entrata
delle VLP in queste cellule mediante macropinocitosi. Poiché il blocco dei CD16
inibisce questo processo, gli autori hanno concluso che i CD16 siano necessari per
I’internalizzazione delle VLP (119), anche se non ¢ ancora stato dimostrato un ruolo
DEI CD16 come recettori primari nell’infezione da HPV. Dall'altro lato, I’abilita dei
linfociti B nella captazione dell’HPV ¢ stata dimostrata da altri autori (121). Inoltre
questa osservazione ¢ supportata dal fatto che i proteoglicani, noti per rappresentare il
recettore primario dell’HPV, sono espresse dai linfociti B e sono un requisito per la
maturazione, la differenziazione ed il funzionamentonormale delle cellule (121). E
chiaro questo aspetto deve essere chiarito da ulteriori studi. E'stato ipotizzato che 'HPV
nelle cellule polimorfo nucleate possa essere coinvolto nella trasmissione verticale del
virus, a seguito del riscontro del DNA virale in cellule riproduttive e placentari, nonché
in soggetti vergini, infanti e bambini (122, 123). Poiche ¢ stato rilevato il DNA nel
liquido amniotico (123), nella placenta e nel cordone ombelicale (30), ¢ stata ipotizzata
una via ematica di diffusione delll’infezione al tessuto corionico e placentare e
successivamente alle cellule amniotiche con possibile ingestione da parte del feto(122,
123). Dal momento che sporadiche malformazioni cerebrali fetali (es.displasie) possono

essere rilevate gia a 24 settimane di gestazione (124), gli autori hanno ipotizzato una
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diffusione transplacentare del’HPV 16 come meccanismo d'ingresso nel cervello
durante lo sviluppo corticale fetale iniziale, anche in assenza di un’infezione clinica
conclamata. E interessante notare che I'espressione di proteine virali del’ HPV16 & stata
molto recentemente riportata in pazienti affetti da displasia focale corticale di tipo IIB
(FCDIIB)(125) . In particolare la proteina E6 ¢ stata fortemente espressa in campioni di
corteccia cerebrale di tutti i pazienti FCDIIB esaminati, ed in particolare era localizzata
nel citoplasma delle cellule a “palloncino” (BC). La stessa proteina non ¢ stata rilevata
in regioni senza BC o in campioni di tessuto di controllo. Inoltre, I’espressione di E6
nelle BC ha mostrato una forte associazione con le componenti del bersaglio del
complesso 1 della via di segnalazione della rapamicina nei mammiferi, la cui anomala
attivazione ¢ legata all’eziologia delFCDIIB (126). Queste osservazioni pongono la
questione su quale sia il significato dei markers del’ HPV presenti nei leucociti
circolanti, e non ¢ chiaro se rappresentino il risultato dell’immunita cellulo-mediata o un
processo di diffusione del virale. Oltre al basso numero di pazienti arruolati, il punto di
debolezza principale di questo studio ¢ rappresentato dalla percentuale estremamente
bassa di leucociti positivi recuperati nel liquido seminale e nel sangue. Questo limita la
nostra capacita di isolare i leucociti infetti e di valutare ulteriormente la loro infettivita.
Il meccanismo mediante cui il virus infetta i leucociti circolanti rimane una questione
aperta. Inoltre, la ricerca del DNA virale sul sangue periferico eseguita mediante INNO
LiPA non era ¢ stata in grado di confermare i risultati ottenuti con la FISH e la PCR.
Una possibile spiegazione di questa discrepanza potrebbe risiedere nella differente

sensibilita delle metodologie. Considerando tutte le problematiche affrontate appare
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evidente come quest’infezione rappresenti un problema di coppia e come tale abbiamo
voluto affrontarlo in questa ultima sezione. Abbiamo preso in considerazione coppie
eterosessuali con entrambi i partner positivi per HPV a livello genitale al fine di fare
luce sui siti d’infezione piu colpiti nell’uomo, sulla concordanza di genotipi tra i partner
e sulla prevalenza dell’HPV nel cavo orale. Il principale sito d’infezione genitale nel
maschio da noi riscontrato ¢ il solco balano-prepuziale, dato questo che ¢ in accordo con
precedenti studi (127) che riportano che il ritrovamento in tale sito nei maschi infetti
supera il 90%. Indipendentemente dal sito, i genotipi pit frequentemente riscontrati
sono stati ’HPV 6, HPV 11 e HPV16. Inoltre 'HPV 6 e 'HPV 11 erano i genotipi pil
frequentemente associati a lesioni condiloma tose. Nel nostro studio, la concordanza dei
genotipi tra i partner era del 69.4%, piu alta rispetto ad altri studi che riportano una
concordanza variabile dal 31.8% al 65% (127). Una possibile spiegazione che potrebbe
in parte giustificare i nostri diversi risultati ¢ data dal fatto che tutti i campioni dei
maschi e delle donne sono stati trattati nello stesso modo e testati nelle medesime
condizioni. D’altra parte, per I’incompleta concordanza sono state formulate varie
ipotesi (127, 128): diversa suscettibilita al virus e condizione immunitaria, variabile
controllo ed espressione dell’infezione, fattori igienici, abitudini sessuali e diverse
condizioni di campionamento penieno e cervicale. Molti studi hanno stabilito una
relazione casuale tra I’infezione da HPV e lo sviluppo del cancro orofaringeo (129).
Circa il 20% di questi tumori sono correlati all’HPV e recenti indagini hanno messo in
luce un drammatico incremento di tali neoplasie negli ultimi 20 anni (130), percio

abbiamo preso in considerazione anche questo aspetto. Un recente studio
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epidemiologico (131) ha riportato una prevalenza del 6.9% dell’infezione orale da HPV
tra maschi e femmine tra i 14 e i 69 anni negli Stati Uniti, e una prevalenza minore
(1.2%) ¢ stata documentata a livello della mucosa orale nella popolazione del nord Italia
(132). Nel presente studio abbiamo riscontrato il 22.7% d’infezione orale nelle coppie
che hanno dichiarato di praticare sesso orale con una maggior prevalenza nelle donne
rispetto ai maschi. Ad oggi non ¢ presente alcun trattamento efficace per trattare
I’infezione da HPV ed ¢& stato suggerito che alcuni siti anatomici possano agire come
serbatoio per il virus, in grado di favorire la persistenza a lungo termine dell’HPV
(133). In questo studio, abbiamo confrontato il trend d’infezione genitale da HPV in 24
mesi di follow-up in coppie senza counseling e in coppie alle quali erano stati illustrati i
fattori di rischio e forniti suggerimenti sull’evitare condizioni predisponenti o favorenti
I’infezione. E’ emerso che femmine e maschi che avevano ricevuto il counseling,
andassero incontro ad una pil rapida eliminazione dell’infezione e anche il numero dei
siti infetti risultava significativamente pilt basso in quel gruppo di pazienti. Infatti, dopo
12 mesi nessuna donna presentava un Pap test positivo, € nessun uomo aveva piu di due
siti infetti. Inoltre, nei maschi di quel gruppo I’eliminazione del virus dal liquido
seminale ¢ risultata pit veloce e la percentuale di spermatozoi infetti si ¢ ridotta
maggiormente durante il periodo di osservazione. Infine, al termine del follow-up,
abbiamo osservato una completa eliminazione dell’infezione solo nel gruppo che aveva
ricevuto il counseling. Questo studio ha confermato I’elevata prevalenza dell’ infezione
da HPV nei maschi con partner positiva e una significativa presenza dell’HPV nella

cavita orale. Inoltre, i nostri dati dimostrano per la prima volta che un counseling mirato
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rivolto ai soggetti che presentano I’infezione ¢ in grado di modificare in modo
significativo il corso e la velocita di eliminazione del virus. Sebbene ulteriori studi e
casistiche pill ampie siano necessari per confermare i nostri risultati, noi suggeriamo
fortemente di ricercare I’'infezione nei partner di donne positive all’HPV, di ricercare il
virus a livello orofaringeo e di fornire un counseling quanto piu mirato alle coppie
infette per favorire la guarigione. Inoltre questi risultati suggeriscono la ricerca
dell’infezione non solo nelle categorie a rischio ma anche in soggetti asintomatici che
presentano una positivita idiopatica agli anticorpi antispermatozoo e, qualora I’infezione
sia presente in campioni di liquido seminale di soggetti che si sottopongono a procedure
di procreazione medicalmente assistita, se non ¢ possibile attendere la clearance di tale
infezione dovrebbe essere preso in considerazione un trattamento enzimatico dei
campioni al fine di eliminare il virus e agire in sicurezza. Un capitolo a parte lo merita
la presenza dell’ HPV nei leucociti circolanti, soprattutto per individuare il significato

sperimentale e clinico di tale scoperta.
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