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I. RIASSUNTO

Presupposti dello studio: la crioconservazione degli spermatozoi ¢ stata
ampiamente utilizzata negli ultimi decenni come supporto terapeutico all’infertilita
maschile e alla preservazione della fertilita. Ha trovato affermazione in particolare
in due categorie di pazienti: i pazienti infertili doventi intraprendere un percorso di
procreazione medicalmente assistita e i pazienti con diagnosi di neoplasia doventi

intraprendere un trattamento potenzialmente gonadotossico.

Obiettivi: 1’obiettivo che si € posto questo studio ¢ quello di analizzare 1’andamento
temporale nel Centro Regionale Specializzato di Crioconservazione dei Gameti
Maschili dell’Azienda Ospedale Universita di Padova della preservazione della
fertilita e 1’esistenza di fattori determinanti 1’utilizzo di gameti crioconservati. In
particolare, abbiamo analizzato tre variabili: I’eta dei pazienti il giorno della
crioconservazione, la diagnosi, che poneva I’indicazione alla crioconservazione, e
la percentuale di ritiri successivi e infine le modalita di raccolta (da liquido

seminale, biopsia testicolare, agoaspirato o urine) dei gameti maschili.

Materiali e metodi: sono stati analizzati, retrospettivamente, 7044 pazienti che
hanno crioconservato gameti maschili nel periodo compreso tra il novembre 1991
e il novembre 2023. Per ognuno di questi pazienti sono state raccolte le
informazioni riguardanti: la diagnosi, I’eta al momento della crioconservazione, il
metodo con cui € avvenuta la raccolta, I’eventuale eliminazione del materiale
crioconservato o il decesso del paziente, il numero ritiri per il loro utilizzo in PMA
e la data a cui ¢ avvenuto il ritiro. I pazienti sono stati suddivisi successivamente
sulla base del criterio anagrafico dell’eta e sulla base della indicazione alla
crioconservazione (sono stati per questo individuati tre sottogruppi di diagnosi
diversa: neoplasia, infertilita o altra diagnosi).

Tutte le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando il software SPSS
(Versione 14, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Valori di p<0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. I risultati sono
stati espressi come frequenze (percentuali) e come media +deviazione standard

della media. Nell'ambito dell'analisi statistica condotta sulle variabili categoriche di



questo studio, ci siamo avvalsi del test del chi-quadro per valutare le disparita tra le
distribuzioni di frequenza osservate e attese. La differenza tra variabili continue ¢

stata fatta mediante 1’utilizzo di test di ¢ di student e ANOVA.

Risultati: 1 risultati ottenuti hanno evidenziato un’associazione significativa tra
alcuni dei fattori propri al paziente al momento della crioconservazione e il ritiro
futuro dai gameti crioconservati. In particolare, si ¢ osservata una correlazione tra
I’indicazione alla crioconservazione, la metodica di recupero dei gameti e il
successivo utilizzo futuro degli stessi. La solidita di questi risultati ¢ supportata

dall’analisi statistica multivariata.

Conclusioni: ’indicazione alla crioconservazione, 1’eta al momento della stessa e
la tipologia di prelievo dei gameti maschili possono rappresentare una metodica
semplice ed efficace per valutare il probabile utilizzo futuro dei gameti
crioconservati. Questo studio, mettendo in evidenza le diverse frequenze di utilizzo
di queste classi di pazienti, pone le basi per una piu ampia valutazione sull’utilita

della crioconservazione e sulle sue indicazioni.



Abstract

Background.: cryopreservation has been widely used in the recent decades as a
therapeutic treatment for male infertility. It has mainly been applied to two
categories of patients: infertile patients, who have to undertake a medically assisted
reproduction process, and patients who get a diagnosis of neoplasm and have to
undertake a potentially gonadotoxic therapy. The analysis of the usefulness of this
procedure must take into consideration the psychological impact towards these

patients.

Aim of the study: the objective of this project is to analyze the temporal trend at the
Regional Center for the Specialized Cryopreservation of Male Gametes at the
University Hospital of Padova regarding fertility preservation and the existence of
factors determining the usage of cryopreserved gametes. More precisely, three
variables were examined: the age of the patients who are doing cryopreservation,
the diagnosis that determines as the reason to do the cryopreservation and the
percentage of subsequent collections and finally, it is evaluated whether the
collection methods (from seminal fluid, biopsy, needle aspiration, and urine) of

male gametes.

Materials and methods: this project retrospectively identifies 7044 patients who
cryopreserved male gametes between November 1991 and November 2023. For
each of these patients, it has been collected information regarding the diagnosis, the
age at the time of cryopreservation, the method with which the collection took
place, the possible elimination of the cryopreserved material or the death of the
patient, the number of collections for use in PMA and the date it occurred.
Furthermore, the patients were divided on the basis of the age and of the diagnosis,
that justifies the cryopreservation (for this reason, the analysis is divided into three
subgroups of patients with different diagnoses: neoplasia, infertility or other
diagnosis).

The statistical analysis is done using SPSS software (Version 14, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).



Only the values of p <0.05 were considered statistically significant. Results are
expressed as frequencies (percentages) and as + standard deviation of the mean. As
part of the statistical analysis that was conducted on the categorical variables, the
“chi-quadro” test was used to evaluate the disparities between the observed and the
expected frequency distribution. The difference between the continuous variables

was done using student t-tests and ANOVA.

Results: From the obtained results it stands out a relevant association between some
of the patient’s characteristics at the time of cryopreservation and the future
cryopreserved gametes collection. Above all, it can be observed a connection
between the indication for cryopreservation, the method to obtain gametes and their
future usage. The solidity of these results is supported by a multivariate statistical

analysis.

Conclusions: the indication for cryopreservation, the age at the time of the
procedure, and the type of collection of male gametes can represent a simple and
effective method for assessing the likely future use of cryopreserved gametes. This
study, highlighting the varied frequencies of usage among these patient groups, lays
the groundwork for a broader evaluation of the utility of cryopreservation and its

indications.



II. PRESERVAZIONE DELLA FERTILITA

La crioconservazione ¢ una tecnica che permette di congelare e mantenere in azoto
liquido, anche a lungo termine, sia gameti maschili che femminili, andando a
preservare la fertilita in quei pazienti che, in caso di ricerca di una gravidanza,
dovranno far ricorso alle tecniche di procreazione medicalmente assistita'. Per
quanto riguarda il lato maschile, questa metodica trova indicazione essenzialmente
per le seguenti popolazioni di pazienti: coloro che vengono inseriti in un
programma di preservazione della fertilita prima di affrontare terapia genotossiche
(radioterapia o chemioterapia) o interventi chirurgici che potrebbero
compromettere in modo irreversibile la fertilita; i soggetti infertili, ovvero quei
pazienti che presentano una ridotta capacita riproduttiva, per una insufficiente
produzione di spermatozoi e/o per anomalie nella qualita degli spermatozoi stessi;
le persone transgender AMAB ed infine fra coloro che svolgono delle professioni
che presentino rischi per la fertilita?.

Soprattutto per quei pazienti che debbono iniziare terapie o sottoporsi ad interventi
chirurgici, ¢ fondamentale che il campione di liquido seminale venga raccolto in un
periodo antecedente 1’inizio del percorso. Il numero di dispositivi (paillettes) che si
decide di congelare dipende dalla qualita del campione, ma nella migliore delle
ipotesi, per massimizzare le possibilita di ottenere una gravidanza, dovrebbero
essere conservate un numero di paillettes sufficienti per 10 o piu procedure, al fine
di garantire una buona possibilita di gravidanza®.

Data la complessita intrinseca al processo di crioconservazione, essa andrebbe
svolta in centri di riferimento ad opera di personale altamente qualificato.

Tutti 1 pazienti, prima di iniziare il percorso di crioconservazione, devono eseguire
uno screening infettivologico. I marcatori richiesti sono quelli relativi alle epatiti B
e C, all’HIV 1 e 2, alla LUE e al CMV. Queste indagini hanno lo scopo di ridurre
al minimo il rischio di contaminazione tra i vari campioni successivamente stoccati
nelle apposite banche. Qualora un paziente dovesse risultare positivo ad un

determinato antigene, il suo campione verra conservato in una banca dedicata’.



1. Pazienti candidati alla preservazione

La crioconservazione di gameti maschili trova le sue principali indicazioni e utilizzi
in due popolazioni di pazienti: i pazienti infertili, che vogliano intraprendere una
procreazione medicalmente assistita e i pazienti che si sottopongano a terapie

gonadotossiche®.
1.1 Pazienti infertili

L’infertilita ¢ definita dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) come
I’incapacita di una coppia di concepire un figlio dopo un anno di rapporti sessuali
regolari € non protetti’. Da queste definizioni traspare come linfertilita sia
dipendente da un periodo temporale prolungato e come spesso possa riguardare la
coppia e non il singolo individuo. Questa condizione ha un impatto notevole dal
punto di vista sociosanitario, in quanto coinvolge un numero compreso tra 8 e 12%
delle coppie infertili.

Data la coesistenza di cause di infertilita maschili e femminili, ¢ necessario
condurre un’osservazione su entrambi i partner per poterla trattare in maniera
adeguata, evitando di soffermarsi su di un unico partner nel momento in cui venga

individuata un’alterazione in uno dei due.
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Figura 1: distribuzione temporale delle cause di infertilitatra i pazienti che hanno effettuato cicli di
procreazione medicalmente assistita a fresco (2005-2007)’.

La fertilita maschile pud venire meno per svariate ragioni, alcune reversibili altre,
al contrario, irreversibili. La valutazione dell’infertilita maschile deve quindi avere

come obiettivo I’identificazione dei fattori che la determinano e, successivamente



la messa in atto dei trattamenti necessari per correggere quelli reversibili. Qualora
non vi siano possibilita mediche o chirurgiche di ripristino della fertilita, sara
indicato il ricorso a tecniche di PMA. Alcune forme di infertilita possono celare
delle severe patologie sottostanti: cid risulta quindi un’ulteriore indicazione allo
svolgimento di indagini supplementari con il fine di identificare le cause

dell’infertilita riscontrata®.

1.1.1 La diagnosi di infertilita

La diagnosi di infertilita: anamnesi ed esame obiettivo

Nel contesto di una infertilita maschile ¢ fondamentale prendere in considerazione
tutti 1 fattori che possono aver avuto un ruolo nel determinare tale stato, a partire
dalla nascita del paziente. L’anamnesi consiste nel recuperare i dati generali del
paziente; la storia familiare, I’infertilita, aborti, patologie genetiche, metaboliche ed
endocrinologiche; integrata con I’eventuale anamnesi patologica, che permettera di
individuare pregressi interventi chirurgici e malattie dell’apparato urogenitale, con
attenzione al criptorchidismo, traumi testicolari, orchiti, epididimiti, prostatiti,
varicocele, malattie sessualmente trasmesse, patologie ostruttive e esposizione a
sostanze gonadotossiche (tra cui ricordiamo le fonti di calore)’.

L’anamnesi deve essere affiancata da un accurato esame obiettivo, che permetta di
valutare ’apparato genitourinario. Nello specifico, sara fondamentale valutare il
volume testicolare, la consistenza e la morfologia di testicoli, epididimi, deferenti,
strutture funicolari e prostata; la morfologia del paziente, BMI ed eventuale
presenza di ginecomastia; e i caratteri sessuali secondari'®. Risultera inoltre

importante escludere la presenza di masse e varicocele.

La diagnosi di infertilita: indagini di laboratorio

Per il corretto inquadramento dell’infertilitd maschile non si potra prescindere da
una valutazione endocrinologica con misurazione del testosterone, delle
gonadotropine (FSH e LH) e dall’analisi del liquido seminale!!.

Le indagini di laboratorio e di diagnostica strumentale possono essere suddivise in

primo, secondo e terzo livello!!.



Indagini di I livello:

Esame del liquido seminale, consiste nella valutazione delle caratteristiche
macroscopiche e microscopiche dell’eiaculato. Rappresenta il primo esame
di laboratorio da svolgere in pazienti maschi che richiedano una valutazione
per infertilita!?, Le principali variabili che vengono analizzate sono il
numero di spermatozoi e il volume di liquido seminale, oltre che parametri
qualitativi spermatozoari come la motilita e la morfologia'®. Questo esame
¢ composto da tre fasi: una pre-analitica, una analitica e una post-analitica.
La fase pre-analitica, fondamentale per la standardizzazione dei risultati,
fornisce le informazioni relative alla raccolta del liquido seminale e alla sua
processazione in laboratorio!!. In questa fase ¢ fondamentale indicare al
paziente il numero di giorni di astinenza (che possono essere o piu restrittivi
e richiedere un’astinenza compresa tra i 3-5 giorni o alternativamente
permettere una maggior variabilita tra i 2-7 giorni), le modalita con le quali
effettuare la raccolta oltre alle istruzioni sulla consegna. Il campione viene
successivamente processato mediante il trasferimento in una provetta conica
graduata a temperatura controllata (35-37 °C)!4. L’eiaculato & formato da
una sospensione composta in primis dagli spermatozoi che vanno ad unirsi
con il liquido prostatico ed il secreto proveniente dalle vescichette seminali
e dalle ghiandole bulbouretrali di Cowper'!. Risulta quindi composto in
parte dagli spermatozoi prodotti dai testicoli e per la restante parte dal fluido
prodotto dalle ghiandole accessorie. In numero di spermatozoi dipende
quindi dalla produzione testicolare, ma anche dalla pervieta delle vie
spermatiche, dalla contrazione muscolare a livello di epididimi e nei vasi
deferenti oltre che dalle capacita erettili ed eiaculatorie. Nella seconda fase,
quella analitica, vengono osservate le caratteristiche degli spermatozoi
eiaculati, ovvero la loro vitalita, la loro motilita e la loro morfologia; si
distingue al suo interno un’analisi macroscopica e una microscopica’.
Nell’analisi macroscopica viene inizialmente calcolato il volume, espresso
in millilitri, che permette successivamente di valutare il numero di
spermatozoi presenti nel prelievo. Il volume di liquido seminale puo inoltre

indirizzare il clinico verso una possibile diagnosi; in particolare un volume



ridotto pud indicare un’ostruzione a livello delle vie spermatiche e al
contrario un volume seminale aumentato pud indirizzare verso una
condizione di inflammazione®. Si prosegue con la misurazione del pH: il
riscontro di un pH basso(<7,2) puo sottendere una problematica delle
vescichette seminali, dato che il loro secreto € alcalino o un’eventuale
contaminazione urinaria; al contrario il riscontro di pH superiori ad 8
faranno propendere per patologie inflammatorie!'>!, La fase microscopica
si basa sull’analisi della componente cellulare (gametica e non) e di quella
non cellulare. L’analisi della componente gametica valuta: il numero, la
vitalita, la motilitd e la morfologia degli spermatozoi. Il numero viene
calcolato sia per millilitro di liquido seminale che per la quantita totale di
eiaculato. Questo valore si ottiene utilizzando come valori di partenza quelli
del volume e della concentrazione per poi moltiplicarli tra loro. Il numero
di spermatozoi dipende in maniera preponderante dalla produzione
testicolare e dalla pervieta delle vie spermatiche. E effettuata inizialmente
una conta a fresco seguita da una conta in una camera di conta cellulare’.
Nel caso in cui venga riscontrata un’assenza di spermatozoi ¢ possibile
formulare la diagnosi di azoospermia, che andra verificata con un
successivo prelievo. Il numero totale di spermatozoi e la loro concentrazione
sono in correlazione con il tempo atteso per il concepimento e la possibilita
di gravidanza*! 42,

La vitalita viene analizzata mediante |’integrita delle membra cellulari degli
spermatozoi, quest’analisi assume tutta la sua importanza nel momento in
cui la percentuale degli spermatozoi mobili sia inferiore al 40%. Al di sotto
di questa percentuale risultera infatti importante riuscire a distinguere le
forme di spermatozoi immobili morti da quelle di spermatozoi immobili
vivi. Il test di riferimento ¢ quello basato sul test con eosina-nigrosina. Gli
spermatozoi immobili morti a causa della loro tipica lesione di membrana
permettono I’ingresso del colorante, per il quale sarebbero normalmente
impermeabili, a differenza al contrario degli immobili e vivi che non si

colorano con la colorazione tipica’.
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Figura 2: spermatozoi morti (M) e vitali (V)?

Lo sfondo di colore scuro ¢ determinato dalla nigrosina, grazie alla quale € possibile

una piu facile identificazione degli spermatozoi. Come ¢ possibile osservare nella

figura 3 gli spermatozoi vivi presentano la testa chiara, al contrario di quelli morti

che si coloreranno di rosa’.

La motilita verra definita come: motilita progressiva rapida, progressiva lenta, non

progressiva ed assenza di motilita. La possibilita che vi sia una gravidanza sara

strettamente legata al numero di spermatozoi con motilita progressiva presenti nel

liquido seminale, questo giustifica I'importanza di determinare tale valore

nell’analisi del liquido seminale!”.

CATEGORIE DI MOVIMENTO
NEMASPERMICO

DESCRIZIONE DEL MOVIMENTO

Progressiva rapida

Progressiva lenta

Non progressiva

Immobile

Tabella 1: Categorie di movimento nemaspermico

Gli spermatozoi si muovono attivamente,
linearmente o circolarmente, percorrendo
una distanza superiore a 25/s

Gli spermatozoi si muovono attivamente,
linearmente o circolarmente, percorrendo
una distanza compresa trai 5 p/s e i 25u/s
Tutti i movimenti attivi del flagello che non
determinano un movimento progressivo di
almeno Sp/s

Non vi ¢ alcun movimento attivo del

flagello
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L’analisi della morfologia andra a ricercare le diverse atipie che potranno essere
localizzate a livello dei diversi segmenti dello spermatozoo ovvero: testa, collo o
coda. Il riscontro di alterate morfologie sara importante per identificare un’alterata
funzionalita degli organi genitali maschili, specialmente testicoli ed epididimi.
Nell’analisi del liquido spermatico non sara infatti sufficiente osservare la
percentuale di spermatozoi con morfologia normale ma sara necessario analizzare
la tipologia di atipia e la sua localizzazione'®. Le alterazioni di morfologia e motilita
non sono patognomoniche di una determinata patologia andrologica, ma risultano
comunque fondamentali per indirizzare il clinico. Le anomalie morfologiche
vengono classificate in quattro categorie: testa, collo e parte intermedia, coda ed

infine eccesso di citoplasma residuo.

Volume del liquido seminale (ml) 3.586 (1,3-1,5)

Concentrazione nemaspermica 3.587 1 l 16 (15-18) 22 36 66 1 10 166 208 254
(106 per ml)

Numero totale di spermatozoi 3.584 29 39 (35-40) 58 108 210 363 561 701 865
(106 per eiaculato)

Motilita totale (PR + NP, %) 3.488 35 42 (40-43) 47 55 64 73 83 90 92

Motilita progressiva (PR, %) 3389 24 30 (29-31) 36 45 55 63 7 77 81

Motilita non progressiva (NP, %) 3.387 1 1 (1-1) 2 4 8 15 26 32 38
Spermatozoi immobili (IM, %) 2800 15 20 (19-20) 23 30 37 45 53 58 65

Vitalita (%) 1.337 45 54 (50-56) 60 69 78 88 95 97 98
Forme normali (%) 3335 3 4 (39400 5 8 14 23 32 39 45

Tabella 2: distribuzione dei risultati dell’esame del liquido seminale di uomini le cui partner hanno ottenuto
una gravidanza spontanea da concepimento naturale entro un anno di rapporti sessuali non protetti’

e FEcocolordoppler testicolare, ovvero una metodica diagnostica non invasiva
che permette di descrivere i volumi testicolari (ed eventuali dismetrie
testicolari), la loro ecostruttura, la loro sede e la loro mobilita. Durante tale
procedura andranno inoltre ricercate eventuali lesioni focali a livello
testicolare. Tale metodica permette di operare una accurata descrizione
degli epididimi, dei dotti deferenti e del funicolo spermatico, oltre ai
parametri dinamici arteriosi e venosi dai quali si puo individuare la possibile

presenza di varicocele!
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Indagini di II livello:

Esami ormonali, con 1 quali vengono dosati il testosterone totale e il
testosterone libero e le gonadotropine (FSH e LH). Cio permette di
distinguere I’ipogonadismo primario testicolare (ipergonadotropo) da
quello secondario ipofisario (ipogonadotropo). Pud inoltre essere utile il
dosaggio dell’Inibina B, della prolattina e dell’estradiolo!!.

Esami infettivologici, utili anche per un eventuale crioconservazione. In
particolare, verranno ricercate le malattie sessualmente trasmissibili; HBV,
HCV, HIV, il Treponema Pallidum, CMV, Chlamydia Trachomatis,
Neisseria Gonorrhea?”

Ricerca ASA (anticorpi antispermatozoo), che possono interferire con varie
fasi della riproduzione e, proprio per questo, vanno ricercati in modo tale da
poter mettere in atto il trattamento piu idoneo”.

Ultrasonografia transrettale, la quale trova indicazione nel caso di
emospermia, eiaculazione dolorosa, uretriti/prostatiti, sintomi ostruttivi o
irritativi delle vie urinarie, interventi dell’apparato urogenitale, azoospermia
e alterazioni del fruttosio seminale, aneciaculazione ed -eiaculazione
retrograda, oltre che nel sospetto clinico di forme ostruttive di
A/oligozoospermia. I dotti eiaculatori durante questa valutazione devono
risultare non visibili, in caso contrario si pud suppore la presenza di una

patologia occlusiva, spesso post-inflammatoria®!.

Indagini di III livello:

Analisi genetica, 1 pazienti infertili hanno una probabilita aumentata di
presentare anomalie cromosomiche. L’azoospermia ¢ la condizione in cui si
osserva la piu elevata percentuale di mutazioni genetiche (25%), sebbene il
numero di anomalie genetiche presenti nelle altre condizioni di infertilita
maschile stiano gradualmente aumentando??. L analisi genetica trova quindi
indicazione sia nel caso si riscontri una azoospermia, sia se presente una
severa oligo-asteno-teratospermia oltre ai casi di poliabortivita. L’ infertilita
maschile ¢ infatti una patologia complessa in cui i fattori genetici possono

avere un ruolo determinante e in cui, proprio per questo motivo, 1’analisi
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genetica risulta fondamentale, oltre che per il suo valore diagnostico, per
indirizzare il clinico nelle sue decisioni e per poter garantire al paziente
un’adeguata consulenza genetica. L’analisi del cariotipo dovrebbe essere il
primo test da eseguire in un paziente con un’alterazione quantitativa del
liquido seminale?. La sindrome di Klinefelter ¢ la piu frequente anomalia
genetica nei pazienti con azoospermia non ostruttiva; invece le anomalie
degli autosomi saranno maggiormente presenti nei casi di
oligozoospermie??. Le anomalie genetiche potranno quindi essere legate al

cromosoma Y, al cromosoma X o alternativamente agli autosomi.

Normal male karyotype (46,XY)

Klinefelter syndrome (47,XXY)

Figura 3: Normale cariotipo (46, XY), sindrome di Klineflter (47, XXY)**

Biopsia testicolare e citoaspirato con ago sottile. La biopsia ritenuta per
anni imprescindibile nelle diagnosi di condizioni di azoospermia, nelle
teratozoospermie e nelle oligozoospermie ¢ stata gradualmente rimpiazzata
dal citoaspirato con ago sottile; trova al contrario indicazione nel contesto

della crioconservazione e nelle tecniche di PMA.

1.1.2 Eziologia delle cause di infertilita maschile

L’infertilita maschile puo essere classificata in base alla diversa eziologia che la

determina. Tra le principali cause si ritrovano quelle legate alle cause genetiche,

idiopatiche, infettive e alle anomalie del tratto urogenitale®.
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Cause genetiche

Un’ alterazione genetica ¢ riscontrabile in oltre il 20% dei pazienti con azoospermia
o oligozoospermia'l. Nella maggior parte dei casi I'infertilita & associata a
mutazioni de novo che originano durante la gametogenesi in uno dei due genitori.
La Sindrome di Klinefelter (cariotipo 47, XXY) rappresenta una delle piu frequenti
mutazioni genetiche in grado di determinare un’infertilitd nel paziente®>. Il
cromosoma soprannumerario presente in questa sindrome ¢ frutto di una non-
disgiunzione, che puo avere origine o durante la meiosi, che avviene nel corso della
gametogenesi, o in una delle mitosi nelle prime fasi dell’embriogenesi. E una
condizione diffusa tra i pazienti infertili, con una prevalenza stimata tra 1/500 e
1/700%¢. Si manifesta con ridotto volume testicolare, azoospermia, ridotta massa
muscolare, riduzione della peluria e alterazione dei livelli di gonadotropine sieriche
(aumentate) e testosterone (diminuito). Fino alla fine degli anni Novanta I’infertilita
dei pazienti affetti da sindrome di Klinefelter era considerata come completa e
definitiva. Questa condizione ¢ cambiata grazie all’introduzione della ICSI
(IntraCytoplasmatic Sperm Injection) che ha permesso, in particolare tramite
tecniche di estrazione testicolare degli spermatozoi (TESE), di superare
parzialmente le problematiche di infertilita?®. La maggior suscettibilita ad
aberrazioni cromosomiche nei figli giustifica pero la necessita di una consulenza
genetica. Oltre che la messa in atto di una terapia volta a risolvere la problematica
dell’infertilita, vi sara la necessita di introdurre una terapia ormonale sostitutiva a
base di testosterone!!.

Le anomalie cromosomiche possono coinvolgere, oltre ai cromosomi sessuali,
anche gli autosomi.

Le microdelezioni del cromosoma Y, sono la seconda piu frequente causa di
infertilita genetica dopo la sindrome di klineflter?’. Il numero di microdelezioni Yq
¢ stimato essere 1/400 nella popolazione generale, ma ¢ stata riscontrata
un’incidenza maggiore nella popolazione infertile?s. Il braccio lungo del
cromosoma Y (Yq) contiene infatti alcuni geni indispensabili alla spermatogenesi
ed ¢ sede di microdelezioni che vengono definite in base alla loro localizzazione in
AZFa, AZFb e AZFc. In queste condizioni la consulenza genetica diventa

obbligatoria a causa della trasmissione di tali mutazioni alla progenie maschile®.
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Un’ulteriore mutazione ¢ quella che coinvolge il gene della fibrosi cistica (CFTR).
La presenza di due mutazioni severe determinera la condizione di fibrosi cistica, al
contrario delle mutazioni lievi (“mild ) con genotipo CF™/CF™ o CF/CF™ potranno
determinare 1’agenesia dei dotti deferenti’®. Durante lo sviluppo fetale si verifica
una malformazione congenita dei dotti di Wolff, precursori dei dotti deferenti,
epididimi e vescichette seminali. Nel 30-45 % dei casi, di agenesia dei dotti
deferenti, ¢ possibile riscontrare due mutazioni; al contrario negli altri pazienti sara
possibile riscontrare un’unica mutazione. In questi casi sara di fondamentale
importanza utilizzare analisi genetiche di secondo livello prima di eseguire una
procreazione medicalmente assistita, specialmente nell’eventualita in cui la partner
sia portatrice di un gene CFTR mutato. Queste mutazioni predispongono infatti ad
un aumentato rischio di fibrosi cistica nel nascituro determinano la necessita di
svolgere un’analisi genetica di entrambi 1 partner, considerata 1’eredita di un allele
mutato da parte del padre e la modalita autosomica recessiva di trasmissione?!. Data
la localizzazione della problematica, la maggior parte dei pazienti avranno una
spermatogenesi normale nel momento in cui venga indagata con TESE o biopsia
testicolare e ci0 permettera di intervenire tramite queste modalita per ottenere una
gravidanza® 33,

Seppur in maniera meno frequente rispetto alle precedenti 1’infertilitd maschile
potrebbe essere legata ad un ipogonadismo ipogonadotropo, determinato da una
mancata liberazione dell’ormone ipotalamico GnRH, con conseguente alterato
rilascio da parte dell’ipofisi degli ormoni FSH e LH.

In particolare, determinera un ipogonadismo ipogonadotropo la sindrome di
Kallaman in cui I’ipogonadismo si associa ad ipo/anosmia®*.. L ipogonadismo ¢
dovuto ad una non corretta differenziazione cellulare o ad una errata migrazione
cellulare da parte dei neuroni che compongono la mucosa olfattoria e che, in seguito
alla loro migrazione, dovrebbero localizzarsi a livello ipotalamico con la funzione
di secernere GnRH; gli alterati livelli di GnRH a loro volta determineranno una
diminuita produzione di ormoni sessuali e una mancata maturitd sessuale con
assenza dei caratteri sessuali secondari®.

La PCD, Primary Ciliary Dyskinesia, che determina un’infertilita legata all’alterata

mobilita degli spermatozoi ¢ una mutazione autosomica recessiva, che oltre a
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determinare astenozoospermia per alterazioni del movimento del flagello avra delle
ripercussioni su altri sistemi; in particolare determinera frequenti infezioni del tratto
respiratorio e alterata disposizione degli organi interni’®.

Causa genetica, in grado di determinare un’alterazione del sistema endocrino, ¢
inoltre la sindrome di Prader Willi, che, a causa di alterazioni nel gene 15q11.2-
ql3, si manifesta con un ipogonadismo. I soggetti affetti da questa sindrome
presenteranno nei primi mesi di vita difficolta motorie e nell’alimentazione che si
trasformera, al contrario, in eta prescolare in un consumo eccessivo di cibo e
conseguente obesitd; cid determinera la necessita di un attento controllo
dell’alimentazione. Sara sempre presente, anche se in maniera variabile, una
compromissione cognitiva e disturbi del comportamento che potranno esser
associati a tratti facciali particolari, strabismo e scoliosi. Questi pazienti saranno
per la maggior parte sterili; vi sara un ipogonadismo che determinera un alterato
sviluppo puberale e degli organi genitali®’.

Ulteriore causa di infertilita maschile € la sindrome di Laurence-Moon-Beild;
patologia a trasmissione autosomica recessiva, con penetranza ed espressivita
variabile. Si caratterizza per il riscontro in questi pazienti di: obesita (95%), ritardo
mentale (90%), degenerazione retinica (90%), ipogonadismo (75%) e polidattilia

(75%)3.

Cause idiopatiche

Una parte dei pazienti infertili presentano una azoospermia o OAT idiopatica. In

-

questi casi non ¢ possibile riscontrare una causa precisa, ma la causa
probabilmente attribuibile a cause genetiche e ambientali. Questa condizione ¢
presente in quasi il 30% dei casi di infertilitd maschile e lo stress ossidativo ¢
ritenuto 1’elemento attraverso cui i fattori, sia esogeni che endogeni, possono
indurre Dinfertilitd. Per trattare questa condizione vengono principalmente
instaurate terapie empiriche a base di antiossidanti*® o in alternativa un trattamento
ormonale. I trattamenti empirici, utilizzati nelle condizioni di infertilita idiopatica,
vengono definiti non-specifici, a causa della mancata certezza sulla causa
dell’infertilita*®. Tra i farmaci antiossidanti vengono utilizzati vitamine, zinco e
carnitina al fine di ridurre i1 danni dello stress ossidativo. L utilizzo di questo tipo

di terapia aumenta il possibile numero di gravidanze spontanee*!. Come trattamenti
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ormonali vengono utilizzate gonadotropine, androgeni e bloccanti del recettore
degli estrogeni®’. Trovano inoltre impiego, off-label, gli inibitori delle aromatasi
che riducendo 1’aromatizzazione del testosterone ad estradiolo provocano una
riduzione dei livelli di estrogeni interferendo quindi con il feed-back negativo
esercitato dagli estrogeni a livello ipotalamo-ipofisario con conseguente aumento

del GnRH e delle gonadotropine*?.

Infertilita da anomalie urogenitali

Le anomalie urogenitali che possono determinare infertilita possono a loro volta
essere suddivise in congenite e acquisite. Tra le anomalie congenite si ritrovano
quelle localizzate a livello dell’epididimo (disfunzionale, assente, cisti), a livello
del dotto deferente e il criptorchidismo; quest’ultimo consiste in una mancata
discesa dei testicoli nella borsa scrotale al momento della nascita. Pud essere
monolaterale o bilaterale e anche se corretto precocemente pud avere un ruolo
impattante sulla fertilita*’. Cisti a livello del dotto eiaculatorio vanno sospettate se
confrontati con una azoospermia o oligozoospermia, un ridotto volume di liquido
seminale e un setting ormonale e caratteri sessuali secondari nella norma oltre a
vescichette seminali dilatate all’esame ecografico*.

Le anomalie acquisite sono principalmente: 1’ostruzione bilaterale o la legatura dei
vasi deferenti, l’orchiectomia, I’epididimite, [’eiaculazione retrograda e il
varicocele’. Il varicocele consiste in un anormale dilatazione del plesso
pampiniforme, il cui ruolo ¢ il drenaggio venoso del sangue da ciascun testicolo.
Questa alterazione ha svariate implicazioni nel paziente; vi potra infatti essere un
alterato sviluppo del testicolo, una ridotta fertilitd e sintomatologia dolorosa. La
condizione di varicocele ¢ riscontrabile nell’11.7% dei pazienti con
spermiogramma normale e nel 25.4% dei pazienti presentanti un alterato

spermiogramma®.

Cause endocrinologiche
Requisito fondamentale per una normale fertilita maschile ¢ quello della presenza
di un corretto regolamento del sistema endocrino riproduttivo. Per questo qualsiasi

perturbazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-testicolo puo determinare una condizione
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di ipogonadismo ed infertilita*é; e una correzione di tale problematica pud
determinare una risoluzione dell’infertilita.

Tra queste cause rientra ’iperprolattinemia; essa ¢ determinata da un eccesso di
prolattina, riscontrabile mediante il suo dosaggio. L’iperprolattinemia puod essere
dovuta a cause diverse, in particolare: ipotiroidismo, malattie epatiche, stress, 1’uso
di farmaci o la presenza di un adenoma ipofisario*’. Questa condizione puo risultare
asintomatica o al contrario manifestarsi con una ridotta libido e disfunzione
erettile*®. L ’azione inibitrice della prolattina a livello ipotalamico, con conseguente
mancato rilascio di gonadotropine, ¢ la causa dell’infertilita tipica di questi pazienti,
in cui si riscontrera una ridotta capacita secretiva di testosterone e un’alterata
spermatogenesi. Nel momento in cui venga riscontrata un’iperprolattinemia ¢
importante ’esclusione della presenza di un adenoma ipofisario mediante una
risonanza magnetica®.

L’equilibrio dell’asse ipotalamo-ipofisi-testicolo puo essere in alternativa alterato
da un eccesso di estrogeni o androgeni. La principale fonte di estrogeni nell’uomo
¢ quella proveniente dalla conversione di testosterone da parte delle aromatasi
localizzate nel tessuto adiposo; di conseguenza un aumento dell’incidenza di
obesita rappresenta un fattore di rischio per I’infertilita maschile®®. Allo stesso
modo I’eccesso di androgeni agisce mediante un meccanismo a feed-back negativo
sul rilascio ipotalamico di GnRH. L’eccesso di testosterone pud avere causa
endogena come esogena®’.

Caratterizzata da un alterato controllo dell’asse ipotalamo-ipofisi-testicolo ¢ anche
la condizione di ipogonadismo ipogonadotropo in cui a causa del mancato feed-
back negativo del testosterone, dell’estradiolo e dell’inibina B ¢ possibile riscontare
elevati valori di gonadotropine®.

La fertilita maschile risulta compromessa anche nei casi di alterato controllo
tiroideo; sia di ipotiroidismo che di ipertiroidismo. L’impatto tiroideo sullo
sviluppo testicolare, sulla qualita della spermatogenesi e sulla fertilita con, in
particolare, compromissione della motilita degli spermatozoi, del volume
testicolare e del volume di eiaculato ¢ dovuta alla presenza di recettori tiroidei a
livello testicolare. Nel testicolo sono infatti presenti recettori tiroidei (TR alfal e

TR alfa2); gli ormoni tiroidei regolano conseguentemente la proliferazione e la
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differenziazione delle cellule di Sertoli, della BTB (blood-testis-barrier) e la
differenziazione delle cellule di Leyding. I parametri del liquido seminale

migliorano con il ripristino dell’eutiroidismo?!.
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Figura 4: ruolo della tiroide nello sviluppo testicolare e nella spermatogenesi e possibili interazioni fra I 'asse
ipotalamo-ipofisi gonadi (in verde stimolatorio ed in rosso inibitorio) e l’asse ipotalamo-ipofisi-tiroide>!

~

Un’alterazione della regolazione endocrina puo inoltre insorgere successivamente

ad un trauma cranico determinante una lesione a livello ipotalamico-ipofisario'?.

Infezioni del tratto urogenitale

Le infezioni del tratto urogenitale e delle ghiandole sessuali accessorie sono
potenzialmente cause di infertilita maschile’? e pertanto le infezioni vengono
considerate degli elementi contributivi all’infertilita maschile a causa del loro
impatto negativo sulla qualita del liquido seminale®. Le successive risposte
inflammatorie al processo infettivo possono determinare un aumento dello stress
ossidativo e provocare conseguentemente danno testicolare>>. In particolare &
stato dimostrato come le infezioni da HPV siano capaci di ridurre i tassi di

gravidanze naturali o medicalmente assistite>¢
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Cause immunologiche

Dal punto di vista antigenico lo spermatozoo si comporta come una struttura
parzialmente estranea sia per I’uomo che li produce che per la donna che li riceve;
per questo motivo gli spermatozoi vengono protetti mediante un meccanismo di
tolleranza immunologico. Gli spermatogoni e gli spermatozoi maturi non
presenteranno gli stessi antigeni di superficie; durante le diverse fasi della
spermatogenesi vi sono infatti numerose modifiche che determinano
riarrangiamenti cromatici, epigenetici e molecolari. Il testicolo, definito sede di
privilegio immunitario, ¢ quindi composto di strutture anatomo-funzionali in grado
di contrastare una risposta immunitaria; che risulterebbe lesiva nei confronti degli
spermatozoi. In particolare, questa funzione essenziale ¢ svolta dalle cellule di
Sertoli, elemento della barriera emato-testicolare, che sono distribuite tra gli
spermatogoni; esse circondano le cellule germinali mediante prolungamenti
citoplasmatici estendendosi dalla membrana basale in direzione radiale!!. Elemento
caratteristico dell’unione di due cellule di Sertoli limitrofe ¢ il complesso di
giunzioni serrate disposte basalmente e non in posizione apicale diversamente dalle
giunzioni serrate delle altre cellule epiteliali. Questa peculiarita permette quindi la
creazione di un microambiente all’interno del quale oltre al sistema di mimetismo
immunitario le cellule di Sertoli assumono un ruolo per la regolazione della
funzione nutritiva e strutturale.

Gli spermatozoi nel loro percorso di sviluppo giungeranno a livello dell’epididimo
dove subiranno delle modifiche molecolari a livello superficiale. Anche in questa
sede sara presente una barriera emato-epididimaria nonostante il possibile riscontro
di leucociti.

Ci sono svariate patologie in grado di alterare il funzionamento di questa barriera
puo essere alterato e reso disfunzionale da svariate patologie che determineranno
un’autoimmunizzazione antispermatozoo. Gli anticorpi antispermatozoo (ASA)
saranno in grado, dopo esser stati formati, di attraversare la barriera emato-
testicolare e interagire con la superficie nemaspermica.

Tra i fattori determinanti alterazioni della barriera i piu frequenti saranno: traumi,

macro € micro-necrosi, ostruzioni e processi infiammatori!!.
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Disfunzioni sessuali

L’infertilita maschile puo talora essere dovuta alla presenza di disfunzioni sessuali’.
Nella popolazione di pazienti infertili la mancanza di desiderio sessuale, la
disfunzione erettile e I’eiaculazione precoce rappresentano le cause piu frequenti di
infertilita. Nei casi di grave disfunzione erettile, la mancata erezione compromette
infatti la possibilita di poter concepire una gravidanza naturale. La cause piu
frequenti di disfunzione erettile sono: psicologiche (ansia e depressione),
relazionali o organiche (cardiovascolari, neurologica, metabolica o endocrine)®’.
Allo stesso modo anche gravi condizioni di eiaculazione precoce rappresentano un
ostacolo al concepimento naturale. Nei casi di pazienti refrattari al trattamento ¢

possibile in questi casi ricorrere ad una procreazione medicalmente assistita’®,

Patologie neoplastiche

Tra le patologie neoplastiche che possono determinare infertilita le piu frequenti
sono adenomi ipofisari, masse sellari, craniofaringiomi. Anche il trattamento
chirurgico o tramite radioterapia e chemioterapia per patologie neoplastiche
possono determinare un’infertilita®. La gonadotossicita di questi trattamenti &
presente sia per la donna che per I’uomo; in quest’ultimo si puo infatti instaurare
una condizione di azoospermia transitoria o permanete. La crioconservazione deve

quindi essere proposta come parte integrante del percorso di cura del paziente®.

Infertilita da farmaci e droghe

Farmaci e droghe possono assumere un ruolo preponderante nel determinare
un’infertilita maschile.

In particolare, I’assunzione di oppioidi, droghe psicotrope e I’utilizzo di cannabis
possono inficiare la fertilita maschile attraverso un’inibizione del GnRH. Tra i
farmaci il ketoconazolo e la cimetidina oltre che la supplementazione di
testosterone possono a loro volta implicare un’alterata fertilita maschile®C.
Un’alterazione della spermatogenesi e della fertilita puo anche essere dovuta ad una
supplementazione con testosterone (a scopo terapeutico e non); cid ¢ dovuto
all’alterazione dell’asse ipotalamo-ipofisi-testicolo in cui il testosterone a un ruolo

inibitorio®!.



22

Stile di vita

La aumenta prevalenza di coppie e uomini infertili riscontrata nelle ultime decadi
fa suppore che vi sia un deterioramento progressivo dei parametri di fertilita
maschile; in parte legati allo stile di vita e all’esposizione a determinate sostanze®S.
Tra questi vanno segnalati I’uso di alcol, di tabacco e droghe (cannabis, oppiacei e
steroidi anabolizzanti), un’alimentazione scorretta, con conseguente obesitd e
sindrome metabolica, oltre allo stress termico genitale legato all’utilizzo di

telefonini e laptop®?.

1.2 Neoplasie
La seconda indicazione alla crioconservazione ¢ costituita dai pazienti con una
diagnosi di neoplasia maligna che devano intraprendere un percorso gonadotossico
che possa quindi potenzialmente compromettere la fertilitd. L’indicazione alla
crioconservazione in questi pazienti ¢ fondamentale®® e deve essere fatta ad ogni
paziente che deva intraprendere un percorso di chemioterapia, radioterapia o un

orchiectomia®.

Tumore testicolare

Il tumore testicolare rappresenta una delle indicazioni piu frequenti alla
crioconservazione di gameti maschili. Il suo interesse in ambito clinico ¢ legato
principalmente all’eta dei pazienti colpiti; costituisce infatti uno dei tumori piu
diffusi nella fascia di etd compresa tra 15 e i 44 anni®, con un tasso di
sopravvivenza a 5 anni, se correttamente trattato, pari al 97% dei casi®. La maggior
parte dei tumori testicolari ha origine dalla linea germinale e i fattori di rischio
associati al tumore testicolare sono in particolare criptorchidismo, anamnesi
personale o famigliare positiva per tumore testicolare ¢ I’etnia del paziente®s.
All’esame obiettivo ¢ possibile riscontrare una massa solida, di dimensioni variabili
di cui bisognera indagare la localizzazione; dovra essere in seguito eseguito un
esame ecografico color-doppler bilaterale.

Il trattamento consiste nell’orchifunicolectomia radicale inguinale, con
conseguente rimozione del testicolo e del cordone spermatico. Successivamente

basandosi sull’istotipo del tumore e sulla stadiazione verranno compiute le
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successive scelte terapeutiche; tra cui radioterapia, chemioterapia e resezione dei
linfonodi retroperitoneali®’.

I trattamenti eseguiti per la cura del tumore testicolare possono potenzialmente
compromettere la fertilita dei pazienti, in alcuni casi in maniera irreversibile.
Conseguentemente risulta di fondamentale importanza proporre al paziente la
crioconservazione di gameti maschili prima dell’inizio della terapia; cio permettera
di intraprendere una PMA se, in seguito alla terapia antineoplastica, si venga ad

instaurarsi una condizione di azoospermia®®.

2. Excursus storico sulla preservazione della fertilita

I primi rudimentali tentativi di crioconservazione degli spermatozoi umani
risalgono a oltre due secoli fa quando I’italiano Spallanzani tentd di conservare
degli spermatozoi mediante il loro raffreddamento nella neve®®. Nei decenni
successivi si susseguirono diversi tentativi che non permisero perd di ottenere
risultati significativi fino al 1949 quando si scopri la funzione crioprotettrice del
glicerolo; questo permise un’ampia diffusione delle metodiche di
crioconservazione, facendole assumere 1I’importanza che oggi riveste nel contesto
delle tecniche di PMA. Alla base dell’attuale ricerca, nell’ambito della
crioconservazione, vi ¢ il tentativo di massimizzare il numero di spermatozoi vitali

recuperati dopo i processi di crioconservazione.
Utilizzo di crioprotettori e processo di crioconservazione

L’utilizzo di crioprotettori ha permesso di diminuire la quantita di acqua
intracellulare in grado di produrre cristalli di ghiaccio potenzialmente dannosi per
gli spermatozoi, permettendo conseguente una maggior sopravvivenza degli stessi.
I crioprotettori possono essere suddivisi in permeabili ed impermeabili; entrambi
agiscono mediante una diminuzione del punto di congelamento dell’acqua
intracellulare ed extracellulare, proteggendo conseguentemente dai danni causati
dai cristalli di ghiaccio, e attraverso un controllo della pressione oncotica
cellulare®.

Tra i crioprotettori permeabili, il primo ad essere utilizzato fu il glicerolo;

successivamente, fu introdotto il dimetilsofossido (DMSO), composto in grado di
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penetrare piu velocemente all’interno delle cellule richiedendo una concentrazione
inferiore per la prevenzione dei danni da crioconservazione. L utilizzo di composti
permeabili determina una difficile rimozione e un possibile danno determinato da
una loro tossicitd nei confronti degli spermatozoi®®. Cido ha favorito
conseguentemente 1’utilizzo dei crioprotettori non permeabili al fine di minimizzare
il danno arrecato; tra questi vi sono il citrato di tuorlo d’uovo, albumine e destrani.
I meccanismi che generano il danno, nei processi di crioconservazione, sono
multifattoriali: stress osmotico, stress ossidativo e shock da freddo con la
conseguente possibile formazione di cristalli intracellulari. Cido ha portato
all’introduzione, nel processo di crioconservazione, di alcuni additivi con proprieta
antiossidanti in grado di diminuire i danni arrecati dallo shock da freddo e dai ROS;
tra questi additivi i piu utilizzati sono la vitamina E, la vitamina C, il glutatione
(GSH), la melatonina (MLT), la taurina, lo zinco e il selenio oltre che alla L-
carnitina. Vi sono inoltre additivi enzimatici tra cui la glutatione perossidasi, la
superossido dismutasi e la catalasi®!. L’uso di piu additivi in maniera combinata
potrebbe determinare danno agli spermatozoi per cui, nonostante la loro grande
utilita nella preservazione degli spermatozoi, vanno utilizzati attentamente®®. In
aggiuntiva alcuni studi hanno dimostrato come I’utilizzo di lipoproteine a bassa
densita’ e la lecitina di soia’! fossero in grado di minimizzare I’impatto del danno
da ROS (Reactive Oxygen Species).

Durante il processo di crioconservazione le velocita di raffreddamento e
riscaldamento devono essere rispettate scrupolosamente, potendo impattare
negativamente sulla funzionalitda degli spermatozoi. Infatti, il raffreddamento
troppo veloce puo arrecare danno al pari di uno troppo lento’. Un a velocita
eccessiva porta alla produzione di cristalli intracellulari al contrario una troppo lenta
determina un’esposizione prolungata a soluzioni concentrate, formatesi durante la
conversione di acqua in ghiaccio.

Attualmente prevale la tecnica di congelamento lento che consiste nel raffreddare
gli spermatozoi in due o tre fasi in un intervallo di tempo che va dalle due alle
quattro ore’®; inizialmente il liquido spermatico verra mantenuto a temperatura
ambientale per dieci minuti, dopodiché i1 campioni vengono gradualmente

raffreddati da 20 °C a 5 °C con una velocita di 0.5-1 °C minuto e trai 5 °C e 1 -80
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°C ad una velocita di 1-10 °C minuto, infine verranno immersi nell’azoto liquido’.
Questa tecnica non risulta perd adeguata nel momento in cui si sia confrontati con
un liquido spermatico contenente pochi spermatozoi; in questo caso si prediligera
un raffreddamento rapido. Questa metodica consiste nell’immersione diretta
nell’azoto liquido alla temperatura di -196 °C degli spermatozoi dopo che siano
entrati a contatto con i vapori di azoto per dieci minuti’. La tecnica di
raffreddamento rapido determina una miglior motilita e sopravvivenza
successivamente allo scongelamento, senza pero risolvere le problematiche relative
alla formazione dei cristalli intracellulari e della rimozione degli adiuvanti necessari
per la crioconservazione”. In alternativa ai metodi di congelamento convenzionali
¢ stata individuata la tecnica di vitrificazione, ovvero il processo di solidificazione
di un liquido in uno stato amorfo; tuttavia, gli studi volti a valutare 1’efficacia del
processo di vetrificazione hanno fornito risultati contrastanti . Al pari del
congelamento anche lo scongelamento dei gameti maschili andra svolto a
temperature e velocita controllate per permettere la miglior sopravvivenza
spermatica possibile. Il tasso di spermatozoi vitali diminuisce nel caso in cui il
processo di scongelamento venga svolto ad una temperatura subottimale; cio
potrebbe essere dovuto alla ricristallizzazione che avviene esternamente alle cellule
nei processi di riscaldamento lento”’.

Data la minor funzionalita degli spermatozoi ottenuti dal liquido seminale
crioconservato che quelli ottenuti dal liquido seminale fresco vi sara una
diminuzione dei tassi di gravidanza con I’utilizzo di materiale crioconservato’s; &
noto infatti come la crioconservazione possa impattare negativamente sulla
cromatina’ e sulle proprieta degli spermatozoi, in particolare sulla loro motilita che
puo diminuire dal 50,6% al 30,2%%°. Questa problematica ¢ stata, in parte, arginata
grazie per mezzo del metodo di inseminazione ICSI che necessitando di numeri
inferiori ed esigui di spermatozoi funzionali pud essere applicato piu
agevolmente®!. Una volta completato il processo di crioconservazione non vi sono
invece evidenze che la durata temporale della crioconservazione impatti
negativamente sugli spermatozoi®?. I vari procedimenti andranno svolti in maniera

sterile ed andra utilizzata durante i vari passaggi una cappa di classe A.
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3. Procreazione Medicalmente Assistita (PMA)

Nel caso in cui, al termine di un percorso diagnostico approfondito, non sia stato
possibile risolvere la condizione di infertilita ¢ opportuno che venga intrapreso, se
desiderato dalla coppia, un percorso di procreazione medicalmente assistita (PMA).
Nel corso di questa procedura viene preferito 1’utilizzo, se disponibile, del liquido
seminale raccolto a fresco il giorno della PMA o, in caso contrario, prevede
I’utilizzo di gameti maschili crioconservati precedentemente. Essa consiste
nell’insieme di trattamenti medici volti a risolvere una condizione di infertilita
favorendo il concepimento. La scelta di intraprendere un percorso di PMA dovra
considerare I’eta dei componenti della coppia, la probabile causa di infertilita ed 1
rischi associati alle diverse tecniche®3.

E possibile suddividere le tecniche di PMA in livelli, caratterizzati da una crescente
invasivita. Verranno quindi, sulla base della scelta medica, inizialmente privilegiate
le soluzioni terapeutiche piu semplici e meno invasive. Le tecniche di PMA possono

essere utilizzate sia con gameti maschili ottenuti a fresco sia crioconservati®3.

1 livello

Tra le tecniche di I livello, ossia le meno invasive, I’inseminazione intrauterina
(TUT) ¢ la principale®®. Tl razionale di questa tecnica & quello di aumentare il numero
di spermatozoi presenti in prossimita dell’ovulo da fecondare; cio avviene mediante
I’inseminazione di spermatozoi, sottoposti ad un lavaggio, direttamente all’interno
della cavita uterina in concomitanza con I’ovulazione34. Una stimolazione ovarica
puo essere affiancata a questa procedura per massimizzare la probabilita di
concepimento®*,

Secondo le linee guida NICE (citato giusto?), trova indicazione nelle coppie che
abbiano difficolta ad avere rapporti sessuali, nel caso in cui uno dei due partner
abbia una positivita per un’infezione sessualmente trasmissibile, nei cicli eterologa
con donazione del seme e nelle coppie dello stesso sesso®>#, L’istituto superiore
della sanita prevede inoltre 1’utilizzo di tale metodica nei pazienti con un’infertilita
maschile di grado lieve-moderato che non siano riusciti a concepire dopo
I’applicazione di un corretto percorso clinico-diagnostico®’. Al contrario vi & scarsa

indicazione nei casi di infertilita associata ad endometriosi, a grave infertilita
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maschile, a forme di infertilita legate a fattori tubarici e in donne di eta superiore ai
35 anni®’,
Gli spermatozoi, nel corso di IUI, prima di poter essere utilizzati devono essere
sottoposti ad una preparazione. Sono attualmente disponibili varie tecniche di
preparazione: il lavaggio semplice, lo swim up e la separazione per gradiente di
densita®®. Non sono attualmente presenti evidenze che raccomandino di privilegiare
una tecnica di preparazione in particolare®s.
La riuscita di tale procedura ¢ strettamente legata alla qualita del liquido seminale
fresco e successivo alla preparazione®®. Sara quindi fondamentale il riscontro di
determinati parametri qualitativi e quantitativi nel liquido seminale prima di poter
eseguire una procedura di UL Tra i principali parametri vi sono®:

e La morfologia, con un cut-off di 5% di forme tipiche

e Il numero totale di spermatozoi mobili, con cut-off di 5-10 milioni

e Il numero di spermatozoi mobili per millilitro dopo lavaggio, con cut-off di

0,8-5 milioni/mL
e Motilita totale nel campione di sperma nativo, con cut-off del 30%.
e Numero di spermatozoi mobili inseminati, in particolare nelle donne di eta
inferiore ai 35 anni.

Sulla base di questi valori € possibile predire a priori la probabilita di fecondazione.
Nel caso in cui vengano riscontrate condizioni che suggeriscano una scarsa
probabilita di riuscita di tale metodica sara importante indirizzare il paziente verso

altre tecniche di procreazione medicalmente assistita di IT o I1I livello®.

11 livello

Le tecniche di II livello si distinguono per una maggior complessita ed invasivita.
All’interno di questa categoria va fatta la distinzione fra due diverse tecniche,
FIVET (Fecondazione In Vitro con Trasferimento dell’Embrione) e ICSI (Iniezione
Intracitoplasmatica di Spermatozoi). Queste due tecniche; definite IVF, pur
presentando numerose similitudini, si distinguono per le modalita con cui avviene
la fecondazione dell’ovocita®. Nella procreazione tramite FIVET gli spermatozoi
vengono messi, in vitro, a contatto con le cellule uovo permettendo la successiva
fecondazione. Nella procedura ICSI invece un singolo spermatozoo viene iniettato

all’interno del citoplasma dell’ovocita®!.
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Figura 5:a. Iniezione intracitoplasmatica di spermatozoi (ICSI) che coinvolge un singolo spermatozoo nel

citoplasma dell ovocita; b. fecondazione in vitro tradizionale che prevede che gli spermatozoi vengano incubati
con gli ovociti in una piastra di Petri con successiva fecondazione dell ovocita®.

Le fasi di questo processo sono:

1. Stimolazione ovarica

2. Prelievo degli ovociti

3. Inseminazione e fecondazione

4. Trasferimento dell’embrione
L’utilizzo della metodica ICSI, introdotta inizialmente unicamente per il
trattamento di forme severe di infertilita maschile, ha trovato negli anni un utilizzo
crescente, anche in altre condizioni di infertilita®?.
L’ICSI si basa sulla capacita del singolo spermatozoo, dotato di un centrosoma
funzionante e un materiale genomico intatto, di fecondare un ovocita. Cid determina
I’indicazione all’utilizzo di tale tecnica nei pazienti con diagnosi di azoospermia
ostruttiva (OA) e azoospermia non ostruttiva (NOA), acinesia, globozoospermia,
anticorpi  anti-spermatozoo, necrozoospermia, oligozoospermia  severa,
criptozoospermia e in presenza di un elevato tasso di frammentazione del DNA
nemaspermico”’. Viene inoltre indicata come trattamento nelle condizioni di
infertilita che non siano riuscite ad ottenere un concepimento tramite [UI e in alcune
patologie femminili quali I’endometriosi di grado III o IV oltre ai casi di fattore

tubo peritoneale®.

4. Gameti maschili utilizzati per la crioconservazione e successive PMA

I gameti maschili utilizzati per le tecniche di PMA vengono ottenuti di preferenza
dal liquido seminale. Nell’eventualita in cui sia presente una grave oligospermia o

azospermia si possono mettere in atto dei prelievi chirurgici di spermatozoi: tramite
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aspirazione percutanea di spermatozoi per via testicolare (TESA Testicular Sperm
Aspiration) o dall’epididimo (PESA Percutaneous Epididymal Sperm Aspiration),
attraverso un’estrazione di spermatozoi per via testicolare (TESE Testicular Sperm
Extraction) o mediante aspirazione microchirurgica dall’epididimo (MESA
Microsurgical Epididymal Sperm Aspiration)®®. Per poter eseguire tali procedure ¢
neccesario che vengano rispettate le seguenti condizioni: il cut-off di numero di
spermatozoi totali mobili & di 0,2-1 milione ¢ il cut-off di forme tipiche ¢ del 5%°%°.
Ulteriore metodica, che viene utilizzata nei pazienti affetti da eiaculazione

retrograda, ¢ il recupero dei gameti dalle urine®.
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III.  OBBIETTIVI

Il presente studio ¢ condotto su una coorte di 7044 pazienti assistiti presso
I’Ambulatorio di Andrologia e Medicina della Riproduzione dell’Azienda
Ospedaliera di Padova, nel quale hanno compiuto un percorso di crioconservazione.
Tale ricerca ¢ stata disegnata e svolta con 1’obiettivo di individuare i fattori che
possono determinare I’utilizzo di gameti maschili crioconservati; in base alle
indicazioni demografiche e all’indicazione alla crioconservazione.

A tale scopo si ¢ indagata 1’eventuale sussistenza di una correlazione fra la diagnosi
che poneva indicazione alla crioconservazione, 1’eta del paziente, la metodica con
cui ¢ avvenuto il prelievo e I’eventuale utilizzo futuro del liquido seminale. La
valutazione in oggetto ¢ risultata pratica ed agevole poiché i pazienti, prima di
effettuare la crioconservazione, vengono indagati e suddivisi in base alla loro
patologia sottostante. Pertanto, & stato possibile indagare retrospettivamente
I’utilizzo dei gameti crioconservati sulla base dei dati riportati nelle cartelle cliniche
dei pazienti stessi, aggiornate annualmente in occasione del rinnovo del consenso

al mantenimento della crioconservazione.
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IV. MATERIALI E METODI

1. Popolazione oggetto dello studio

Lo studio svolto ¢ di tipo retrospettivo, basato su una popolazione di 7044 pazienti,
di eta compresa tra i 12 e i 69 anni, presi in carico presso 1’Ambulatorio di
Andrologia e Medicina della Riproduzione dell’ Azienda Ospedaliera di Padova,
nell’ambito di un percorso di crioconservazione. I criteri di inclusione dello studio
sono:
- Aver eseguito una crioconservazione tra il novembre 1991 e il novembre
2023.

- Avere una diagnosi della patologia necessitante la crioconservazione

Il numero di prime crioconservazioni ¢ notevolmente cambiato nel corso degli anni;
tra il 2004 e il 2010 il numero di crioconservazioni ¢ andato gradualmente
aumentando, rimanendo sostanzialmente stabile tra il 2012 e il 2019, per poi
registrare un calo progressivo a partire dal 2020 ad oggi. Il numero di prime
crioconservazioni maggiori ¢ avvenuto nel 2012, in cui sono stati registrati 442
nuovi pazienti; al contrario il numero minore di crioconservazioni ¢ stato registrato
nel 2004 in cui sono state eseguite 144 prime crioconservazioni.

Il numero di nuove crioconservazioni da parte di pazienti oncologici ¢ rimasto
sostanzialmente stabile negli anni, al contrario vi ¢ stata una diminuzione delle
crioconservazioni da parte dei pazienti infertili.

Tenuto conto che il numero di pazienti esclusi dallo studio, a causa della mancata
informazione certa relativa alla diagnosi, non ¢ stato uniforme negli anni abbiamo
deciso, al fine di ottenere una maggior rappresentativita, di considerare nel grafico

che segue anche i pazienti che non verranno successivamente inseriti nello studio.
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Figura 6: numero di crioconservazioni, suddivise per diagnosi, eseguite presso I’Ambulatorio di Andrologia
e Medicina della Riproduzione dell’Azienda Ospedaliera di Padova.

I pazienti, appartenenti a questo studio, si sono recati presso I’ambulatorio o per
indicazione del proprio medico curante o per scelta personale. I dati sono stati
raccolti dalle cartelle cliniche dei pazienti, aggiornate annualmente al momento del
rinnovo del consenso alla crioconservazione. L’analisi si ¢ basata sulla raccolta dei
dati relativi all’utilizzo dello sperma in base alle caratteristiche dei pazienti e
all’intervallo tra il primo campione crioconservato e la prima richiesta di utilizzo
del liquido seminale.

Al momento della presa in carico, i pazienti, oggetto del presente studio, sono stati
sottoposti ad una visita medica completa, la quale comprende un’ampia e dettagliata
anamnesi personale, patologica prossima e remota, I’anamnesi familiare e
farmacologica; nonché lo svolgimento di esami biochimici e I’esame obiettivo.
Nell’anamnesi patologica ¢ posta particolare attenzione all’eventuale patologia

sottostante determinante la necessitd di intraprendere un percorso di
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crioconservazione; in base a questo parametro sono quindi state individuate le tre
popolazioni di pazienti dello studio.
La valutazione degli esami biochimici dei pazienti si ¢ basata sull’analisi del liquido
seminale, compiuta precedentemente all’eventuale crioconservazione, e sullo
svolgimento di determinate sierologie virali.
Le sierologie attualmente indagate, prima di poter svolgere una crioconservazione
di gameti maschili, sono:

- Citomegalovirus (CMV)

- Treponema Pallidum Haemoagglutination Assay (TPHA)

- HIV

- HCV

- HBV
Questo studio retrospettivo ha raccolto i seguenti dati: eta al momento della prima
crioconservazione, indicazione alla crioconservazione, data del primo ritiro di
liquido seminale, numero di pazienti deceduti, numero di raccolte eliminate e
tipologia di raccolta dei gameti.
Sono stati quindi analizzati i tassi di utilizzo e il periodo intercorso tra
crioconservazione e ritiro dei gameti utilizzati per una procedura di procreazione

medicalmente assistita.

2. Indicazioni alla preservazione

Le indicazioni alla criopreservazione sono state suddivise in tre categorie: pazienti
con diagnosi di infertilita, pazienti con diagnosi di neoplasia e pazienti con diagnosi
diversa dalle precedenti. L’indicazione principale alla crioconservazione ¢ quella
legata all’infertilita nel 48,27% (3400/7044) dei casi, seguita dai pazienti doventi
intraprendere una terapia potenzialmente gonadotossica per una neoplasia nel
46,31% (3262/7044) ed infine i pazienti con altra diagnosi corrispondente al 5,42%
(382/7044).
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Diagnosi N° Totale
Infertilita 3400
Neoplasia 3262

Altra diagnosi 382

Tabella 3: suddivisione della popolazione in base all’indicazione alla crioconservazione

Il gruppo di pazienti con diagnosi di neoplasia ¢ stato analizzato basandosi sulla
tipologia di neoplasia diagnosticata individuando cosi altre tre sottocategorie:
neoplasia testicolare, ematologica o altra tipologia di neoplasia.

Il sottogruppo piu rappresentato ¢ quello costituito dai pazienti con diagnosi di
neoplasia testicolare composto da 1758 pazienti; quello costituito da pazienti con
neoplasia ematologica ¢ pari a 942 pazienti; e i pazienti con altra diagnosi di

neoplasia sono 562.

Neoplasia N° Totale

Testicolare 1758
Ematologica 942
Altra 562

Tabella 4: numero di pazienti oncologici suddivisi sulla base di neoplasia

3. Eta della popolazione

L’eta media a cui i pazienti hanno crioconservato il primo campione ¢ di 33,12+
8,41 anni.

La popolazione ¢, quindi, stata suddivisa, oltre che sulla base della diagnosi
determinante la necessita alla crioconservazione, anche in base all’eta al momento
della stessa. I pazienti con diagnosi di infertilita hanno crioconservato per la prima
volta mediamente ad un’etd superiore alle altre due categorie; i pazienti con
diagnosi di neoplasia costituiscono al contrario la categoria di pazienti che

crioconservano mediamente ad un’eta inferiore.

Diagnosi Eta Deviazione
media standard
Neoplasia 31,24 + 8,52
Infertilita 34,85 + 7,89
Altra diagnosi 33,82 + 8,67
Totale 33,13 + 8,41

Tabella 5: eta media il giorno della crioconservazione e deviazione standard, calcolata per ogni diagnosi
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Successivamente sono stati suddivisi i pazienti in sottogruppi utilizzando il criterio

anagrafico dell’eta; in particolare ¢ stata eseguita la seguente suddivisione: eta

inferiore ai 20 anni, compresa tra 20 e 24anni, tra i 25 ¢ 1 29 anni, trai 30 e i1 34

anni, trai 35 e 139 anni, tra 140 ¢ 144 anni, tra i 45 €149 anni e oltre i 50 anni.

Eta tot Neoplasia Infertilita Altra diagnosi

fino ai 20 504 305 171 28
20-24 793 498 256 39
25-29 1070 660 355 55
30-34 1730 776 870 84
35-39 1549 546 927 76
40-44 879 281 527 71
45-49 343 121 204 18
oltre i 50 176 78 87 11

Tabella 6: suddivisione della popolazione in base all’eta il giorno della crioconservazione.

Da questo dato ¢ quindi stato possibile calcolare la rappresentativita di ciascun

sottogruppo. La fascia di eta compresa tra 30 e i 34 anni, comprendendo il 24,55%

della popolazione dello studio, ¢ la pitt numerosa.

Eta % Della
Popolazione
fino ai 20 7,15
20-24 11,26
25-29 15,19
30-34 24,56
35-39 21,98
40-44 12,49
45-49 4,87
oltrei 50 2,5

Tabella 7: percentuale della popolazione per gruppo di eta
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4. Origine del materiale crioconservato
Il materiale crioconservato ¢ stato suddiviso anche sulla base della sua origine. Sono
in particolare possibili quattro metodiche diverse per il recupero dei gameti maschili
successivamente crioconservati:
- Dal liquido seminale del paziente
- Tramite biopsia testicolare
- Tramite agoaspirato
- Tramite il recupero dalle urine del paziente
Tra i pazienti oncologici il 98,5% (3213/3262) delle crioconservazioni era costituita
da gameti ottenuti dal liquido seminale, nel 1,1% (36/3262) tramite biopsia, nello
0,31% (10/3262) tramite agoaspirato e nello 0,09% (3/3262) dalle urine del
paziente.
I gameti crioconservati dai pazienti infertili sono stati prelevati nel 61,15%
(2079/3400) dal liquido seminale, nel 29,94% (1018/3400) mediante una biopsia,
nell’8,47% (288/3400) tramite un agoaspirato e nello 0,44% (15/3400) tramite le
urine.
All’interno della popolazione di pazienti crioconservanti gameti maschili per
un’indicazione diversa, che non fosse né¢ oncologica né di infertilita: il 94,24 %
(360/382) delle crioconservazioni sono state ottenute da liquido seminale, il 2,09%

(8/382) da biopsia, il 3,4% (13/382) tramite agoaspirato e lo 0,26% (1/382) dalle

urine.

Orlgzne materiale Totale Pazienti Pazzel‘m‘ Pazienti Infertili . Altrq
crioconservato Oncologici Diagnosi
Liquido Seminale 80,24% 98,5% 61,15% 94,24%

(5652/7044) (3213/3262) (2079/3400) (360/382)

Biopsia 15,08% 1,1% 29,94% 2,09%
(1062/7044) (36/3262) (1018/3400) (8/382)

Agoaspirato 4,42% 0,31% 8,47% 3,4%
(311/7044) (10/3262) (288/3400) (13/382)

Urine 0,27% 0,09% 0,44% 0,26%
(19/7044) (3/3262) (15/3400) (1/382)

Tabella §: suddivisione dei pazienti in base all origine dei gameti crioconservati.
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5. Analisi statistica

Tutte le analisi statistiche sono state eseguite utilizzando il software SPSS
(Versione 14, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Valori di p <0.05 sono stati considerati statisticamente significativi. I risultati sono
stati espressi come frequenze (percentuali) e come media + deviazione standard.
Nell'ambito dell'analisi statistica condotta sulle variabili categoriche di questo
studio, ci siamo avvalsi del test del chi-quadro per valutare le disparita tra le
distribuzioni di frequenza osservate e attese. La differenza tra variabili continue ¢
stata fatta mediante 1’utilizzo di test di t di student e ANOVA.

Il nostro criterio di significativita ¢ stato fissato a un livello inferiore allo 0,05, al
fine di identificare differenze che non potessero verosimilmente derivare da

casualita con una probabilita superiore al 5%.
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V. RISULTATI
Numero di ritiri
Il numero di ritiri per anno, nel periodo temporale analizzato dal presente studio ¢
stato variabile. Il numero maggiore di ritiri ¢ avvenuto nel 2011 in cui 138 pazienti

hanno ritirato per la prima volta.

Ritiri suddivisi per anno

160

138 134
140 e 122110 129 123

120
103
96 94 95
100 86 82

80 66 72 64

40

ritiri
Figura 7: numero ritiri suddivisi per anno.
Il numero di ritiri ¢ stato analizzando osservando la popolazione sulla base

dell’indicazione alla crioconservazione e sulla base del criterio anagrafico dell’eta.

Numero di ritiri per diagnosi

I pazienti con diagnosi diversa hanno tassi di ritiro percentuali non omogenei tra
loro. I pazienti infertili si caratterizzano per un maggior numero di ritiri (42,15%),
percentualmente al numero di crioconservazioni, rispetto i pazienti con diagnosi di
neoplasia (8,55%); 1 pazienti con altra diagnosi si caratterizzano invece per un tasso
di ritiro intermedio (15,45%).

La percentuale di ritiro per ogni gruppo di pazienti ¢&:

- Pazienti con neoplasia: 8,55% (279/3262)
- Pazienti infertili: 42,15% (1433/3400)
- Pazienti con altra diagnosi: 15,45% (59/382)
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E stata quindi valutata la significativita delle diverse frequenze di ritiri presenti nelle
categorie dello studio. Nello specifico abbiamo utilizzato test del chi-quadrato. La
differenza tra i tassi di ritiro tra le diverse diagnosi dello studio ¢ risultata

significativa (p<0.05).

Test del chi-quadrato: numero di ritiri
Totale
NON RITIRA
RITIRA
Altra Conteggio 323 59 382
Diagnosi Conteggio previsto 286,0 96,0 382,0
Patologia Infertilita Conteggio 1967 1433 3400
Conteggio previsto 2545,2 854,8 3400,0
Neoplasia Conteggio 2983 279 3262
Conteggio previsto 24419 820,1 3262,0
Totale Conteggio 5273 1771 7044
Conteggio previsto 5273,0 1771,0 7044.,0
Valore o] Significativita
asintotica
(bilaterale)
Chi-quadrato di Pearson 1018,4422 2 ,001
Rapporto di 1080,619 2 ,001
verosimiglianza
N di casi validi 7044

a. 0 celle (0,0%) hanno un conteggio previsto inferiore a 5. Il conteggio

previsto minimo & 96,04.

Tabella 9: Test del chi-quadrato: numero di ritiri.
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Figura 8: numero di ritivi suddivisi in base alla diagnosi.

E stato, inoltre, possibile calcolare i tassi di ritiro di ciascuna sottocategoria
appartenente al gruppo di pazienti con diagnosi di neoplasia. I tassi di ritiro
all’interno della popolazione dello studio: per neoplasia testicolare ¢ pari al 7,91%,
nel caso della neoplasia ematologica al 7,96% e in caso di altra tipologia di
neoplasia al 11,57%.

Neoplasia Percentuale di ritiro

Testicolare 7,91% (139/1758)
Ematologica 7,96% (75/942)
Altro 11,57% (65/562)

Tabella 10: percentuale di ritiri all interno di ciascuna categoria di pazienti con diagnosi di neoplasia

Avvalendosi del test del chi-quadrato ¢ stata quindi verificata la significativita dei

risultati. Il risultato ¢ risultato significativo con p<0,05
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Tavola di contingenza ritiri dei pazienti con neoplasia
RITIRI Totale
R
Altra neoplasia Conteggio 497 65 562
Conteggio 513,6 48,4 562
previsto
% del totale 15,20% 2,00% 17,20%
Neoplasia ematologica Conteggio 868 77 945
Conteggio 863,7 81,3 945
previsto
% del totale 26,60% 2,40% 28,90%
Neoplasia testicolare Conteggio 1620 139 1759
Conteggio 1607,7 151,3 1759
previsto
% del totale 49,60% 4,30% 53,90%
Totale Conteggio 2985 281 3266
Conteggio 2985 281 3266
previsto
% del totale 91,40% 8,60% 100,00%
Test del chi-quadrato
Valore o]l Significativita
asintotica
(bilaterale)
Chi-quadrato di Pearson 7,621 2 ,022
Rapporto di 7,096 2 ,029
verosimiglianza
N di casi validi 3266
a. 0 celle (0,0%) hanno un conteggio previsto inferiore a 5. Il conteggio
previsto minimo & 48,35.
Tabella 11: Test del chi-quadrato: numero di ritiri
2000 1758
1500
1000 42
562
500
139 75 . 65
0
Testicolare Ematologica Altra
m N° Totale = N° Ritiri

Figura 9: numero di crioconservazioni e ritiri per ciascuna tipologia di neoplasia.
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Numero di ritiri per eta

Abbiamo, successivamente, calcolato il numero di ritiri per ciascuna fascia di eta e
calcolato la percentuale di ritiri (n° ritiri/ n° tot pazienti di quella determinata fascia
di eta).

Suddividendo la popolazione nei diversi sottogruppi di eta si ¢ osservato come i
pazienti appartenenti ai gruppi con eta inferiore, al momento della
crioconservazione, dimostrassero, percentualmente, una minor utilizzo del
materiale crioconservato rispetto ai pazienti di eta intermedie e ai pazienti di eta piu
elevata. In particolare, il sottogruppo di pazienti di eta compresa tra i 35 e 1 40 anni
(36,05%) presenta il tasso di ritiro piu elevato; al contrario il gruppo di pazienti con
eta inferiore ai 20 anni presenta il tasso di ritiro piu basso (1,98%). I tassi di ritiro

suddivisi per eta sono i seguenti:

Anni al momento della Percentuale di ritiri
crioconservazione

Inferiore ai 20 anni | 1,98% (10/504)

20-24 | 4,92% (39/753)

25-29 | 16,08% (172/1070)
30-34 | 30,17% (522/1730)
35-39 | 36,05% (558/1548)
40-44 | 33,30% (293/380)
45-49 | 3528% (121/343)

Maggiore di 50 | 31,25% (55/176)

Tabella 12: percentuale di ritiri in base all’eta dei pazienti

Attraverso il test del chi-quadro ¢ stata verificata la significativita statistica

relativamente ai diversi tassi di ritiro nei sottogruppi di eta(p<0,05).



minore di Conteggio 494 10 504
20 Conteggio 377,3 126,7 504
previsto
% del totale 7,00% 0,10% 7,20%
20-24 Conteggio 754 39 793
Conteggio 593,6 199.4 793
previsto
% del totale 10,70% | 0,60% | 11,30%
25-29 Conteggio 898 172 1070
Conteggio 801 269 1070
previsto
% del totale 12,70% | 2,40% | 15,20%
Eta media al 30-34 Conteggio 1208 522 1730
momento della Conteggio 1295 435 1730
crioconservazione previsto
% del totale 17,10% 7,40% 24,60%
35-39 Conteggio 990 558 1548
Conteggio 1158,8 389,2 1548
previsto
% del totale 14,10% | 7,90% | 22,00%
40-44 Conteggio 586 294 880
Conteggio 658.,8 221,2 880
previsto
% del totale 8,30% | 4,20% | 12,50%
45-49 Conteggio 222 121 343
Conteggio 256,8 86,2 343
previsto
% del totale 3,20% | 1,70% 4,90%
maggiore di | Conteggio 121 55 176
>0 Conteggio 1318 442 176
previsto
% del totale 1,70% | 0,80% 2,50%
Totale Conteggio 5273 1771 7044
Conteggio 5273 1771 7044
previsto
% del totale 74,90% | 25,10% | 100,00%
Test del chi-quadrato
Valore gl Significativita
asintotica
(bilaterale)
Chi-quadrato di 537,921 7 ,001
Pearson
Rapporto di 663,744 7 ,001
verosimiglianza
N di casi validi 7044

a. 0 celle (0,0%) hanno un conteggio previsto inferiore a 5. Il

conteggio previsto minimo ¢ 44,25.

Tabella 13: Test del chi-quadrato: numero di ritiri nei pazienti suddivisi in base all eta
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Figura 10: numero totale di crioconservazioni e ritiri per ciascuna fascia di eta
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Si puo osservare come anche all’interno di ciascun gruppo di eta non sia presente

un’omogeneita relativa alle percentuali di ritiro, ma vi siano ampie differenze a

seconda della diagnosi. I sottogruppo con la percentuale di ritiri maggiore ¢ quella

dei pazienti infertili di eta compresa tra 1 30 e i 34 anni. All’interno del sottogruppo

di pazienti di eta inferiore ai vent’anni si riscontrano i tassi di ritiri piu bassi, in

particolare tra i 28 pazienti con altra diagnosi nessuno ha ritirato il materiale

crioconservato fino ad ora.
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Eta Neoplasia Infertilita Altra diagnosi
minore 20 1,97% (6/305) 2,34% (4/171) 0% (0/28)
20-24 | 3,82% (19/498) 7,42% (19/256) 2,56 (1/39)
25-29 | 6,36% (42/660) 35,219%(125/355)  9,09% (5/55)
30-34 | 9,28% (72/776) 49,77% (433/870) 20,24% (17/84)
35-39 | 14,73% (80/543)  49,62% (461/929) 22,37 (17/76)
40-44 | 10,32% (29/281)  47,72% (252/528) 18,31% (13/71)
45-49 | 19,83% (24/121) 45,59% (93/204)  22,22% (4/18)
sopra i 50 8,97% (7/78) 52,87% (46/87) 18,18% (2/11)

Tabella 14: numero di ritiri percentuali suddivisi per diagnosi

Durata media della crioconservazione per diagnosi

E possibile osservare anche una differenza tra i diversi gruppi di pazienti per quanto

concerne I’intervallo temporale medio intercorso tra la prima crioconservazione e

il primo ritiro di materiale crioconservato. I pazienti con diagnosi di infertilita

attendono in media un minor intervallo di tempo prima di ritirare i campioni

crioconservati (1,126 + 1,88 anni), rispetto ai pazienti con altra diagnosi (2,086 +

3,74 anni). Nel caso dei pazienti con neoplasia (3,64 + 3,01 anni) intercorre

mediamente un tempo superiore tra la crioconservazione ed il ritiro.

Diagnosi Intervallo Temporale Medio
Neoplasia 3,64+£3,01a
Infertilita 1,126 + 1,88 a

Altra Diagnosi 2,086+ 3,74 a

Tabella 15: intervallo temporale medio espresso in anni tra la crioconservazione ed il ritiro di gameti.
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Figura 11: percentuale di ritiri all’interno dei tre diversi gruppi di diagnosi.

Abbiamo successivamente calcolato la significativita statistica della media

temporale intercorsa tra prima crioconservazione e primo ritiro dividendo la

popolazione in base alla diagnosi al momento della crioconservazione. Differenze

statisticamente significative (p < 0,05) sono riscontrate, per la durata temporale

media trascorsa tra la crioconservazione ed il ritiro, tra tutti i diversi sottogruppi di

diagnosi: infertilita, neoplasia ed altra diagnosi.

Le differenze variabili continue sono state valutate tramite il test t di student

accettando un livello di significativita inferiore allo 0,05.

(1) patologia (J) patologia Differenza della media Errore std. Sign.
(1-J)
Altra | Infertilita 0,96 0,31 ,005
Diagnosi

Neoplasia -1,56 0,33 ,001

Infertilita Altra Diagnosi -0,96 0,31 ,005
Neoplasia -2,52 0,15 ,001

Neoplasia Altra Diagnosi 1,56 0,33 ,001
Infertilita 2,52 0,15 ,001

Tabella 16:Significativita statistica media temporale intercorsa tra crioconservazione e ritiro suddivisa per

diagnosi.
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Durata media della crioconservazione per eta

Analizzando la media degli intervalli trascorsi tra la prima crioconservazione e il
primo ritiro, suddividendo la popolazione sulla base dell’eta al momento della
crioconservazione, si osserva invece come la categoria dei pazienti con eta
compresa tra 145 e 149 anni si caratterizzi per I’intervallo medio piu breve; la fascia
di eta minore ai 20 anni ¢ quella che presenta al contrario I’intervallo piu lungo. I
pazienti, dello studio, di eta piu elevata tendono a ritirare maggiormente ¢ dopo un

intervallo inferiore rispetto ai pazienti dei sottogruppi piu giovani.

Eta Intervallo medio
inferiore ai 20) 11,89+7,05a
20-24 6,87 £ 4,56 a

25-29 3,31+3,73 a

30-34 1,40+ 195a

35-39 1,15+1,75a

40-44 0,90+ 1,14 a

45-49 0,85+0,97 a
maggiore di 50 1,08+ 1,83 a

Tabella 17: intervallo medio intercorso tra crioconservazione e ritiro.

La significativita statistica di queste variabili ¢ stata valutata mediante 1’utilizzo di
test ANOVA. Il risultato ¢ risultato statisticamente significativo tra i gruppi di eta
inferiori (inferiore ai 20, 20-24 e 25-30); ¢ risultata inoltre significativa tra i gruppi
di eta inferiori e quelli di eta superiore; al contrario, confrontando tra loro, i gruppi
di eta piu elevata (30-34, 35-39, 40-44, 45-50 e oltre 1 50) il risultato non ¢ risultato

nella totalita dei casi statisticamente significativo, come illustrato nella tabella 17.
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Confronti multipli

Variabile dipendente: media anni intercossi tra crioconserrvazione e ritiro

(I) Eta media al momento (J) Eta media al momento Differenza della Errore std. Sign.

della crioconservazione della crioconservazione media (I-))

Minore di 20 20-24 4,96 0,75 0,001
20-24 8,52 0,69 0,001
30-34 10,43 0,68 0,001
35-39 10,68 0,68 0,001
40-44 10,94 0,68 0,001
45-49 10,99 0,7 0,001
over 50 10,75 0,73 0,001

20-24 25-29 3,56 0,38 0,001
30-34 5,47 0,35 0,001
35-39 5,72 0,35 0,001
40-44 5,98 0,36 0,001
45-49 6,02 0,39 0,001
over 50 5,79 0,45 0,001

25-29 30-34 1,9 0,187 0,001
35-39 2,16 0,19 0,001
40-44 2,41 0,2 0,001
45-49 2,46 0,25 0,001
over 50 2,23 0,33 0,001

30-34 20-24 -5,47 0,35 0,001
25-29 -1,9 0,19 0,001
35-39 0,25 0,13 1
40-44 0,51 0,16 0,029
45-49 0,56 0,22 0,271
over 50 0,33 0,3 1

35-39 40-44 0,26 0,15 1
45-49 0,3 0,21 1
over 50 0,07 0,3 1

40-44 45-49 0,05 0,23 1
over 50 -0,19 0,31 1

45-49 over 50 -0,23 0,35 1

Tabella 18: analisi significativita statistica della durata media della crioconservazione nei pazienti suddivisi
sulla base del criterio anagrafico dell eta.
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Figura 12: ritiri di materiale crioconservato suddividendo la popolazione nei gruppi di eta.

Durata media della crioconservazione per eta e diagnosi

Unendo i dati che dividono la popolazione dello studio per eta e diagnosi si pud
calcolare la media di anni intercorsa tra prima crioconservazione € ritiro per ogni
sottogruppo di pazienti. Si osserva come la categoria con la media temporale piu
bassa ¢ rappresentata dai pazienti con “altra diagnosi” nella fascia di eta compresa
tra i 45 e 1 49 anni (0,26 = 0,17 anni); la media piu elevata ¢ invece quella dei

pazienti con eta inferiore ai 20 e diagnosi di neoplasia (12,92 + 8,29 anni)



Fascia di eta Neoplasia Infertilita Altro
meno di 20 12,924+8,29 A 10,19+5,32 A /
4,57-20,27 2,38- 14,29
(n°=6) (n°=4) (n°=0)
20-24 7,29+4,08 A 6,39+£5,18 A 7,92 A
2,15-13,88 0,06-15,70
(n°=19) (n°=19) (n°=1)
25-29 5,62+3,64 A 2,49+3,40 A 4,14+4,95 A
0,5- 15,47 0,04-15,89 0,33-10,7
(n°=42) (n°=125) (n°=5)
30-34 3,49+3,26 A 1,04+1,32 A 1,71£2,38 A
0,2-16,78 0,02-14,00 0,06-7,73
(n°=72) (n°=433) (n°=17)
35-39 2,65+2,75 A 0,86+1,34 A 1,48+1,98 A
0,2-14,96 Min.0.02 Min.0,04
(n°=80) Max. 17,33 Max. 6.80
(n°=461) (n°=17)
40-44 1,67 £1,49 A 0,75+0,89 A 2,03+£2,64 A
0,23-5,31 0,01-5,98 0,1-9,54
(n°=29) (n°=252) (n°=13)
45-49 1,66 £ 1,15 A 0,66+0,83 A 0,26+0,17 A
0,34-4,97 0,01-4,89 0,1-0,5
(n°=24) (n°=93) (n°=4)
over 50 1,749+1,33 A 0,75+0,82 A 6,37+8,70 A
0,25-4,34 0,05-3,43 0,21-12,53
(n°=7) (n°=46) (n°=2)

Tabella 19: media di tempo (*deviazione standard) intercorsa tra la crioconservazione ed il ritiro, suddivisa
sulla base dell’eta e della patologia, il tempo é espresso in anni,; durata minima-massima della
crioconservazione, n°= numero di pazienti per ogni sottogruppo

Ritiri in base all’origine dei gameti crioconservati

Si € potuto osservare come non vi sia una sovrapponibile percentuale di ritiri tra le
diverse tipologie di prelievo. L’utilizzo di agoaspirato ed il recupero dei gameti
maschili dalle urine trovano infatti un successivo maggior utilizzo, rispettivamente
73,68% e 68,17%, rispetto ai gameti ottenuti mediante biopsia o dal liquido

seminale, che vengono utilizzati rispettivamente nel 38,42% e nel 20,12% dei casi.
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Tipologia di prelievo Percentuale ritiro per tipologia

Liquido seminale 20,12% (1137/5652)
Biopsia 38,42% (408/1062)
Agoaspirato 68,17% (212/311)
Urine 73,68% (14/19)

Tabella 20: percentuali di ritiro in base alla tipologia di prelievo

Mediante il test del chi-quadrato abbiamo verificato la significativita statistica dei

valori; con una p<0,05 i valori sono stati confermati statisticamente significativi.

Tavola di contingenza sulla base dell’origine del prelievo
RITIRI Totale
R
ORIGINE B Conteggio 654 408 1062
PRELIEVO Conteggio 795 267 1062
previsto
% del 9,30% | 5,80% | 15,10%
totale
LS Conteggio 4515 1137 5652
Conteggio 4231 1421 5652
previsto
% del 64,10% | 16,10% | 80,20%
totale
S Conteggio 99 212 311
Conteggio 232.8 78,2 311
previsto
% del 1,40% | 3,00% 4,40%
totale
U Conteggio 5 14 19
Conteggio 14,2 4.8 19
previsto
% del 0,10% | 0,20% 0,30%
totale
Totale Conteggio 5273 1771 7044
Conteggio 5273 1771 7044
previsto
% del 74,90% | 25,10% | 100,00%
totale
Test del chi-quadrato
Valore gl Significativita
asintotica
(bilaterale)
Chi-quadrato 504,9712 3 0,01
di Pearson
Rapporto di 443,508 3 0,01
verosimiglianza
N di casi validi 7044
a. 1 celle (12,5%) hanno un conteggio previsto inferiore
a 5. Il conteggio previsto minimo ¢ 4,78.

Tabella 21: significativita statistica calcolate mediante il test del chi-quadrato.
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Abbiamo successivamente calcolato il tempo medio intercorso tra la
crioconservazione ed il ritiro per ciascuna delle metodiche di prelievo. Si sono
osservati tempi di ritiro diversi nei diversi gruppi: in particolare i gameti maschili
ottenuti mediante liquido seminale vengono ritirati dopo 1,89 + 2,83 anni; i gameti
prelevati mediante biopsia vengono ritirati dopo un intervallo temporale di 0,98 +
1,60 anni; tramite agoaspirato I’intervallo ¢ di 0,91 & 1,35 anni; e negli spermatozoi
crioconservati dopo essere stati ottenuti dalle urine I’intervallo temporale ¢ di 1,35

+ 2,45 anni.

origine materiale media tempo intercorso
crioconservazione prima del ritiro
liquido seminale 1,89 +2,83 a
biopsia 0,98 +£ 1,60 a
agoaspirato 091+1,35a
urine 1,35+2,45a

Tabella 22: media temporale intercorsa “crioconservazione-ritiro” espressa in anni con relativa deviazione
standard suddividendo la popolazione sulla base dell origine dei gameti maschili crioconservati.

Differenze statisticamente significative (p < 0,05) sono riscontrate tra la modalita
di prelievo da liquido seminale e biopsia e tra prelievo mediante liquido seminale
e agoaspirato. Tra le altre modalita di prelievo non sono invece emerse differenze

statisticamente significative.
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() ORIGINE (J) ORIGINE Differenza Errore std. Sign.
PRELIEVO PRELIEVO della media
d-1)

B LS -0,91 0,14 ,001
S 0,066 0,21 1,000
U -0,38 0,66 1,000

LS B 91 0,14 ,001
S 0,97 0,18 ,001
U 0,53 0,65 1,000

S B -0,07 0,21 1,000
LS -0,98 0,18 ,001
0] -0,45 0,68 1,000

U B 0,38 0,66 1,000
LS -0,53 0,66 1,000
S 0,44 0,68 1,000

Tabella 23: significativita statistica della media temporale intercorsa tra crioconservazione e ritiro suddivisa

sulla base della diagnosi.
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VI. DISCUSSIONE

L’analisi dei dati emersi da questo studio ha permesso di individuare importanti
informazioni descrittive riguardanti I’utilizzo del materiale crioconservato. E infatti
possibile osservare come il numero di ritiri e conseguente utilizzo dei gameti
maschili crioconservati sia disomogeneo all’interno di alcune sottopopolazioni di
pazienti. L’eta dei pazienti all’interno dello studio variava ampiamente con dei tassi
di ritiro piu elevati e periodi di crioconservazione piu brevi in alcuni sottogruppi. |
pazienti nelle fasce di eta superiori ai 30 anni, al momento della crioconservazione,
hanno dimostrato una maggior predisposizione al ritiro e successivamente ad un
periodo temporale piu breve dalla crioconservazione. Questo pud trovare
spiegazione nella diversa rappresentativita, per diagnosi, all’interno dei sottogruppi
individuati sulla base del criterio anagrafico dell’eta e a causa del minor imminente
desiderio di intraprendere una procedura di PMA nei pazienti piu giovani. Cid
conferma quanto riscontrato dalla letteratura; in particolare da Bitan et al.%, che,
analizzando il numero di ritiri di crioconservazioni avvenute presso il Shamir
Medical Center, mediante un’analisi retrospettiva su un periodo temporale di
trent’anni, osservava un maggior tasso di ritiro tra i pazienti di eta piu elevata.
All’interno di ciascun sottogruppo individuato, dividendo la popolazione per eta o
per diagnosi ¢ stato ritirato almeno un campione di materiale crioconservato; ad
eccezione del sottogruppo di pazienti con eta inferiore ai 20 anni con altra diagnosi
(diagnosi né di neoplasia né di infertilita), comprendente 28 pazienti. Questo
conferma come l’indicazione alla crioconservazione sia adeguata nei pazienti
analizzati dallo studio.

All’interno del sottogruppo di pazienti infertili ¢ stato possibile riscontrare delle
percentuali di ritiro di molto superiori alla media della popolazione dello studio. Il
sottogruppo di pazienti con il tasso di ritiro piu elevato ¢ stato quello dei pazienti di
eta superiore ai 50 anni e diagnosi di infertilita. Questo dato ¢ giustificabile dalle
caratteristiche dei pazienti stessi, dalla loro eta e dal loro desiderio di gravidanza al
momento della crioconservazione. Spesso i pazienti di etd superiore ai 30 anni e
rientranti nel gruppo degli infertili giungevano all’ambulatorio  di
crioconservazione come ultima tappa di percorso clinico-terapeutico volto a

ottenere una gravidanza. Il gid presente desiderio di una gravidanza, oltre che
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giustificare il maggior numero di ritiri, da spiegazione del minor periodo di tempo
medio intercorso tra la crioconservazione e il ritiro.

Al contrario i tassi di ritiro all’interno della popolazione con diagnosi di neoplasia
sono inferiori. In questi pazienti la crioconservazione ¢ un trattamento preventivo
e, per questo, un minor numero di pazienti necessitera di una PMA, potendo parte
di essi riacquisire una normale funzione spermatogenetica a distanza dalla terapia.
Il tasso di ritiri inferiore, ad eccezione del sottogruppo privo di ritiri, ¢ stato
riscontrato infatti nella fascia di pazienti con eta inferiore ai 20 anni (1,98%). Cio
puo essere giustificabile, in parte, dal numero elevato di pazienti con neoplasia
all’interno di questo sottogruppo (60,52%) e, in parte, dalla giovane eta dei pazienti
che possono non aver ancora avuto il desiderio di intraprendere una gravidanza.
Osservando infatti la media temporale intercorsa tra la crioconservazione ed il ritiro
si nota come la fascia di eta di pazienti con eta inferiore ai 20 anni ¢ quella che ritira
maggiormente a distanza dalla crioconservazione (11,89 anni in media).

I pazienti che tendono a ritirare il materiale crioconservato ad un intervallo
temporale inferiore dalla crioconservazione ¢ quello di eta compresa tra i 45 e 1 49
anni e con diagnosi di infertilita.

Differenze notevoli nei tassi di ritiri sono presenti anche in base al tipo di campione
da cui derivi il materiale crioconservato. I gameti maschili ottenuti dal liquido
seminale risultano utilizzati per il 20,12%, mediante biopsia al 38,42%, tramite
agoaspirato al 68,17% e infine quelli ottenuti dalle urine al 73,68%. Giustificazione
di questo ¢ la diversa invasivita di queste procedure. Agoaspirato e biopsia verranno
tendenzialmente proposti a quei pazienti in cui sia gia presente un desiderio di
gravidanza e sono necessarie quasi totalmente nella popolazione degli infertili, che,
come abbiamo visto precedentemente, tendono a ritirare maggiormente il materiale
crioconservato. Inoltre, rappresentano metodiche di recupero piu invasive, pertanto
il paziente che vi si sottopone sara maggiormente motivato al loro successivo
utilizzo nelle tecniche di PMA.

Il punto di forza di questo studio ¢ rappresentato dalla numerosita del campione e
dall’ampio orizzonte temporale considerato.

Il presente studio presenta pero alcune limitazioni. Non ¢ stato possibile indagare

in maniera retrospettiva a partire dalla cartella clinica del paziente, la tipologia di
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PMA intrapresa con il liquido seminale crioconservato e l’esito della stessa
procedura. Sarebbe quindi utile poter raccogliere queste informazioni ed integrale
tenendo inoltre in considerazione la fertilita della partner e il numero di gravidanze
precedenti alla crioconservazione. Le informazioni raccolte dal presente studio
andrebbero esaminate osservando in aggiunta le caratteristiche qualitative del

liquido seminale crioconservato.
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VII. CONCLUSIONI

L’utilizzo dello sperma nelle due principali categorie di pazienti analizzate dallo
studio, oncologici ed infertili, presenta sostanziali differenze. Nei pazienti
oncologici il tasso di utilizzo ¢ basso anche osservando i pazienti con un follow-up
prolungato; viene, infatti, raggiunta una percentuale di ritiri pari al 8,55% e
conseguentemente un tasso di gravidanze inferiori. Al contrario I'utilizzo nei
pazienti infertili si discosta con un valore medio decisamente piu alto pari al
42,15%, con dei valori ancora maggiori nelle fasce di eta piu elevate.

Pensiamo che questi dati possano essere di particolare utilita per poter fornire
un’analisi dei costi-benefici, della metodica di crioconservazione dei gameti
maschili, potendo individuare I’efficacia dei programmi di crioconservazione.
Un’analisi piu specifica dei pazienti infertili dovrebbe analizzare I’eziologia
dell’infertilita e il numero di nuovi nati a seguito della metodica di procreazione
medicalmente assistita, prendendo in considerazione anche la fertilita del partner.
Allo stesso modo la categoria di pazienti oncologici andrebbe suddivisa oltre che
sulla base alla diagnosi anche analizzando il trattamento scelto per la sua
guarigione, in modo da individuare le popolazioni piu suscettibili a non ripristinare
la spermatogenesi a distanza dal trattamento.

Sarebbe inoltre auspicabile, per i pazienti trattati con metodiche caratterizzate da
gonadotossicita, I’esecuzione di uno spermiogramma, a distanza del termine della
terapia, per valutare il ripristino della fertilita, interrompendo eventualmente la
crioconservazione degli spermatozoi in caso di ripresa della spermatogenesi
potendo in caso di una PMA, utilizzare materiale raccolto a fresco.

Dallo studio ¢ emerso come, nei diversi gruppi di pazienti, oltre ai differenti tassi
di ritiro siano presenti medie temporali differenti tra prima crioconservazione e il
primo ritiro. Le differenze emerse pongono le basi per degli studi piu approfonditi
in grado di individuare i punti di forza e le indicazioni alla preservazione di una
crioconservazione per un lungo periodo, permettendo di valutare lo smaltimento
della crioconservazione nell’eventualita in cui non sia presente alcun ritiro
successivamente ad un determinato periodo di tempo prestabilito.

Queste analisi andrebbero integrate anche con il valore psicologico che questa

metodica pud assumere nel paziente infertile e nei pazienti con diagnosi di
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neoplasia, che devano intraprendere un percorso di cura potenzialmente
gonadotossico; non dimenticando, inoltre, I’importanza di una valutazione

personalizzata a prescindere della diagnosi del paziente.
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