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Gli esami di laboratorio nel percorso di procreazione medicalmente assistita
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ABSTRACT

Laboratory tests in assisted reproductive technologies

Infertility is defined as the failure to achieve pregnancy after 12/24 months of regular unprotected sexual intercourse.
Clinical and laboratory evaluations are required to find out the apparent determinants of infertility problem. Accurate
diagnosis and effective therapy can facilitate achievement of fertility goals in many couples treated for infertility.
Laboratory monitoring of the infertile couple include the female endocrinological assessment to evaluate the ovarian
cycle physiology, the ovarian reserve, the thyroid function and others.Assisted reproductive technologies have become
a common and accepted form of clinical care benefiting people of reproductive age who are subfertile or infertile.
Traditional monitoring of ovarian hyperstimulation during assisted reproductive technologies treatment has included
transvaginal ultrasonography plus the measurement of serum estradiol and progesterone levels to ensure safe practice
by reducing the incidence and severity of ovarian hyperstimulation syndrome whilst achieving the good ovarian
response needed for assisted reproduction treatment. The need for combined monitoring (using ultrasonography and
serum hormone determination) during ovarian stimulation in assisted reproduction is controversial.

Parole chiave: procreazione medicalmente assistita, infertilita, diagnosi, laboratorio

INTRODUZIONE sine causa (3). Ad accentuare il problema concorrono
sicuramente, almeno nel mondo occidentale, fattori
socio-economici che ritardano la pianificazione familiare
verso fasce di eta in cui la fertilita tende a essere

fisiologicamente ridotta.

L’indicazione all’accesso ad un centro di Procreazione
Medicalmente Assistita (PMA) deriva da una diagnosi
di infertilita, definita dall’Organizzazione Mondiale della

Sanita (OMS) come l'assenza di concepimento dopo
12/24 mesi di rapporti sessuali non protetti avvenuti in
fase ovulatoria (1,2). Linfertilita in Italia riguarda circa il
15% delle coppie mentre, nel mondo, circa il 10-12% (1).
In particolare, secondo i dati forniti dall'lstituto Superiore
di Sanita, nel 35% dei casi risulta preponderante il fattore
maschile, nel 35% dei casi & principalmente coinvolto il
fattore femminile, nel 15% vi & un fattore di coppia, ossia
una condizione in cui coesistono una subfertilita maschile
e femminile, e nel restante 15% I'eziologia rimane

Per potere accedere ad un percorso di PMA e
necessario che la coppia esegua una serie di esami
preliminari, utili per il medico esperto nella riproduzione
umana, per chiarire I'opportunita e i vantaggi di ricorrere
alla fecondazione assistita, e per meglio approfondire
ogni aspetto finalizzato alla diagnosi e alla terapia.

LA VALUTAZIONE DELLA RISERVA OVARICA

Il concetto biologico di riserva ovarica si basa sul fatto
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che il numero di ovociti all'interno dell’ovaio di una donna
€ predeterminato alla nascita e diminuisce nel corso della
vita. Questo declino naturale & influenzato da una serie di
diversi fattori tra cui eta, fattori genetici e ambientali (4,5).

La valutazione della riserva ovarica nella pratica
clinica ¢ fondamentale, non solo perché riflette la
probabilita di ottenere una gravidanza, ma anche perché
€ un indice predittivo della qualita della risposta ovarica
alla terapia di stimolazione ormonale.

Esistono diversi metodi per la determinazione della
riserva ovarica, sia biochimici che basati su tecniche di
imaging. Aldila di quelle che sono state le prime indagini
che storicamente sono state considerate per indagare
la riserva ovarica, oggi le valutazioni laboratoristiche
includono la misurazione serica dell'ormone antimulleriano
(AMH) e dell'ormone follicolo stimolante (FSH).

La misurazione dei livelli di FSH in fase follicolare
precoce (2°-3° giorno del ciclo), quando & minimo
I'effetto del feedback negativo esercitato da estradiolo
(E2) e inibina B sull'ipotalamo, in combinazione con la
misurazione dellE2, € stata utilizzata per piu di 30 anni
come indice indiretto della riserva ovarica. Le donne con
riserva ovarica normale producono quantita sufficienti
di E2 e inibina B dalle cellule follicolari della granulosa
durante la fase iniziale del ciclo per mantenere bassi i
livelli di FSH. Tuttavia, la diminuzione del pool ovocitario
indebolisce l'effetto del feedback negativo, causando un
aumento di FSH in fase follicolare iniziale (5-7). Pertanto,
un livello elevato di FSH nella fase follicolare iniziale
rappresenta un indice di una ridotta riserva ovarica.

L'aumento dei valori di FSH (>10 mUI/mL) in fase
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follicolare precoce € indicativo di scarso outcome
riproduttivo ed identifica le donne che rispondono poco
(poor-responders) alle terapie di stimolazione (8). Livelli di
FSH al 3° giorno del ciclo >25 mUI/mL, e un’eta superiore
0 uguale a 44 anni, sono entrambi, indipendentemente,
associati ad una scarsissima possibilita di gravidanza
durante l'induzione dell'ovulazione o con tecniche di
riproduzione assistita. | valori di riferimento possono
variare in modo significativo tra i laboratori, a causa delle
differenze negli anticorpi e negli standard di calibrazione
utilizzati per la misurazione dei livelli di gonadotropine
(9).

L'ormone antimulleriano (AMH) & un ormone
glicoproteico che appartiene alla superfamiglia del fattore
di crescita trasformante beta. Nelle donne adulte, &
prodotto dalle cellule della granulosa nei follicoli preantrali
e antrali dell’'ovaio. Questi follicoli e la loro produzione
di AMH sono indipendenti dalle gonadotropine, il che, in
generale, mantiene '’AMH relativamente stabile durante il
ciclo ovarico (10,11). Nei follicoli fino a 6 mm di diametro,
’AMH agisce come un regolatore paracrino negativo,
inibendo il reclutamento dei follicoli all'inizio della
follicologenesi, impedendo la selezione dei follicoli da
parte del’FSH ed inibendo I'espressione dell’aromatasi
stimolata dall’FSH. | livelli di AMH diminuiscono con
'aumentare dell’eta di una donna e sono fortemente
correlati al numero di follicoli antrali residui, il che lo
rende un biomarcatore utile della riserva ovarica (12,13)
(Figura 1).

Negli ultimi 20 anni, '/AMH & diventato uno dei
pilt comuni esami di riserva ovarica ed € ora parte

Espressione di AMH

Q-0

Follicolo
antrale

Follicolo pre-
ovulatorio

Riserva ovarica

Figura 1

Livelli di AMH

Espressione e concentrazione dell'ormone antimulleriano (AMH) in relazione alla follicologenesi e alla riserva ovarica.
L’espressione del’AMH aumenta dallo stadio di follicolo secondario in poi, fino allo stadio del follicolo antrale. Nei follicoli
preovulatori, '’AMH é espresso solo nelle cellule del cumulo granulosa che circondano I'ovocita (A).

Con 'aumentare dell’eta, la riserva ovarica funzionale diminuisce a causa dell’esaurimento del pool follicolare primordiale (B).
Cio porta ad una diminuzione del numero dei follicoli antrali e di conseguenza ad una diminuzione dei livelli sierici di AMH,
raggiungendo livelli non rilevabili in menopausa (16). Modificata da Margherita Ceccobelli.
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integrante nel percorso diagnostico e terapeutico della
coppia sterile nella maggior parte dei Centri di PMA.
L'AMH ha una forte capacita di predire la risposta alla
terapia di stimolazione, sia in termini di uno scarso
sviluppo follicolare, che di uno eccessivo con il rischio di
sindrome da iperstimolazione ovarica (OHSS) (5,14,15)
e sembra avere un significativo valore predittivo per
I'outcome di gravidanza in associazione con altre variabili
(7,14). L'importanza clinica della misurazione dellAMH
ha portato allo sviluppo di diversi metodi di misura.
Attualmente, i saggi manuali piu frequentemente utilizzati
includono il Saggio Gen Il modificato (Beckman Coulter)
e il saggio di immunoassorbimento enzimatico (ELISA) e
picoAMH (entrambi Ansh Labs), che utilizzano anticorpi
diversi rispetto al test Gen |l

Inoltre, attualmente sono disponibili due test
automatizzati, Access AMH (Beckman Coulter) ed
Elecsys AMH (Roche). La comparazione dei valori di
AMH ottenuta con diversi metodi di misurazione risulta
ancora problematica. Le differenze nei valori ottenuti
potrebbero essere spiegate dall’'uso di differenti coppie
di anticorpi (per i saggi manuali), che potrebbero portare
al rilevamento di diverse isoforme di AMH. Lo sviluppo
dei saggi automatizzati ha aumentato la precisione, la
riproducibilita e la velocita di misura, e si ritiene quindi
che presentino caratteristiche analitiche superiori ai test
manuali (16).

D’altronde, I'AMH ha un’elevata variabilita
interindividuale a causa dell’ampia variabilita della riserva
ovarica, caratteristica che lo rende un biomarcatore utile
in un contesto clinico per discriminare le pazienti da un
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{

punto di vista diagnostico e prognostico (17).

LA VALUTAZIONE DEL CICLO OVARICO E
L’ACCERTAMENTO DELL’OVULAZIONE

La sterilita da anovulazione & responsabile di circa
il 25% di tutte le forme di sterilita femminile (18). La
presenza di cicli mestruali regolari generalmente implica
anche la presenza dell'ovulazione, anche se non € una
prova definitiva che essa avvenga effettivamente. Oltre
al dato clinico e a quello ecografico, I'accertamento
dellovulazione si basa sulla determinazione del
progesterone in media fase luteale. Prima dell’ovulazione
la concentrazione serica di progesterone € <3 ng/mL.
Dopo I'ovulazione, essa sara >3 ng/mL, spesso salendo
fino a 15 ng/mL o piu, durante la meta della fase luteale
del ciclo, attesa circa 7 giorni prima della prevista
mestruazione (19).

La presenza dellovulazione & garantita dalla
maturazione follicolare indotta dall’ormone follicolo
stimolante (FSH) e dallormone luteotropo (LH). L'LH
gioca un ruolo fondamentale nella steroidogenesi ovarica,
nell'induzione dell’ovulazione e nel mantenimento della
funzione del corpo luteo, garantendo un’adeguata
secrezione progestinica (20) (Figura 2).

Lo studio della fisiologia del ciclo ovarico deve
includere lamisuradiFSH, E2, LH, prolattina (PRL), ormoni
androgeni e tiroidei. Condizioni di iperprolattinemia,
disfunzioni tiroidee, sindrome dell'ovaio policistico e
iperandrogenismo rappresentano le cause principali di
anovulazione cronica.
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Figura 2

Sintesi dell’estradiolo nell’unita funzionale ovarica. Dapprima I'LH si lega ai relativi recettori delle cellule della teca stimolando
la via dell’adenilato ciclasi e determinando I'attivazione della via biosintetica steroidea a partire dal colesterolo: si formano
dapprima il progesterone e in seguito gli androgeni ovarici. Gli androgeni ovarici migrano nelle cellule della granulosa
adiacenti, ove diventano substrato dell’aromatasi, che li trasforma in estrogeni. L’azione dell’aromatasi € stimolata dall’FSH,
i cui recettori sono presenti nelle cellule della granulosa (20). Modificata da Margherita Ceccobelli.
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PROLATTINA E FUNZIONE TIROIDEA

La PRL & un ormone proteico polipeptidico prodotto
dalle cellule lattotrope dell’ipofisi anteriore. La PRL viene
secreta in modo pulsatile secondo un ritmo circadiano
sincrono con quello dellLH. | piu alti livelli di PRL si
rilevano durante le ore notturne di sonno, quelli piu bassi
durante le ore di veglia; il picco massimo si verifica tra le
ore 4 e le 6 del mattino, nell’'ora successiva al risveglio
i valori del’'ormone scendono per raggiungere il picco
minimo verso le ore 10. Oltre al ritmo circadiano & stata
osservata una ciclicita mensile con un picco durante la
tarda fase follicolare quando i livelli di estrogeni sono piu
elevati. Anche I'ormone di rilascio delle gonadotropine
(GnRH, Gonadotropin releasing hormone) pud svolgere
un ruolo nella regolazione della secrezione della PRL
durante il ciclo mestruale. Differenti momenti della
giornata, cosi come diverse abitudini di vita, possono
influenzare I'andamento circadiano dei livelli di PRL
plasmatica: il sonno, il pasto, il tipo di dieta e, soprattutto,
le situazioni di stress (8).

Alcuni fattori esercitano un ruolo stimolante sulla
secrezione della PRL, in particolare 'ormone di rilascio
della tireotropina (TRH, thyrotropin releasing hormone)
e gli stessi estrogeni. Il principale fattore inibitorio della
prolattina & la dopamina (DA).

Il ruolo fisiologico della PRL sulla funzione riproduttiva
e particolarmente discusso nelluomo. Le alterazioni
riscontrate nel corso di stati iperprolattinemici dimostrano
con certezza che la PRL svolge un ruolo importante
nella fisiologia della riproduzione. L'aumento dei livelli di
PRL inibisce la secrezione pulsatile delle gonadotropine;
sembra inoltre che nella donna si associ alla perdita
dell’effetto di feedback positivo degli estrogeni sulle cellule
gonadotrope ipofisarie. Per quanto riguarda l'azione
della PRL nella steroidogenesi ovarica, sembra che
minime quantita di questo ormone siano indispensabili
per assicurare la maturazione follicolare e, soprattutto,
la formazione ed il mantenimento del corpo luteo (8,20).

Per minimizzare I'effetto di possibili eventi stressanti
sulla determinazione dei livelli sierici di PRL, oltre al
prelievo singolo, si pud eseguire la curva basale della
PRL, per mezzo della quale si misurano le concentrazioni
a intervalli di circa 30 minuti nellarco di 90 minuti,
mantenendo una condizione di riposo. Infatti, bisogna
considerare che la misura tra differenti laboratori mostra
una variabilita non trascurabile, che alcune variabili
fisiologiche possono influenzare la concentrazione (uso
di farmaci o droghe, pasto, sonno, paura del prelievo)
e che pertanto prima di arrivare ad una diagnosi di
iperprolattinemia bisogna rilevarne ripetutamente i
livelli (21). Valori di PRL >200 ng/mL sono diagnostici di
iperprolattinemia secretoria e spesso di macroadenoma;
valori inferiori non possono escludere la presenza di
adenomi PRL-secernenti a bassa espressione ormonale
o cause di iperprolattinemia iatrogena (22).

Parallelamente, anche disfunzioni della ghiandola
tiroidea possono condurre ad alterazioni mestruali ed
infertilita attraverso interazioni dirette ed indirette con
I'asse ipotalamo-ipofisi-ovaio. In particolare, gli ormoni
tiroidei sembrano svolgere un’azione sinergica con
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I'FSH nella promozione della proliferazione delle cellule
della granulosa, del potenziale invasivo del trofoblasto
extravilloso attraverso effetti sull’espressione della
metalloproteinasi della matrice e nel miglioramento della
ricettivita endometriale durante la finestra di impianto
(23). Alterazioni della funzione tiroidea sono piuttosto
frequenti nelle donne in eta riproduttiva: circa 1'11%
hanno disturbi autoimmuni tiroidei, il 2-3% ipotiroidismo
e 1-2% ipertiroidismo (24). Per questo motivo, tra gli
esami preliminari, nello studio dell'infertilita femminile,
opportuno indagare i livelli degli ormoni tireostimolante
(TSH), triiodotironina libera (fT3) e tiroxina libera (fT4).

In donne in cerca di gravidanza, le linee guida
raccomandano il trattamento con levotiroxina in
caso di ipotiroidismo subclinico, definito con livelli di
TSH >2,5 mlIU/L (25). Inoltre, negli ultimi anni, alcuni
studi hanno dimostrato un’associazione tra autoimmunita
tiroidea con infertilita femminile e bassa riserva ovarica
(26). Recenti studi hanno dimostrato come ci sia
un’associazione tra i disordini autoimmuni tiroidei, in
particolare tiroidite di Hashimoto e Morbo di Basedow-
Graves, ed infertilita (27-29). La diagnosi di tali forme
autoimmuni si basa sulla ricerca laboratoristica di
anticorpi anti-tiroide, ossia gli anticorpi anti-perossidasi
tiroidea (Ab anti-TPO), la cui presenza pud essere
riscontrata sia nel morbo di Graves che nella tiroidite di
Hashimoto, gli anticorpi anti-tireoglobulina (Ab anti-TG),
caratteristici della tiroidite di Hashimoto e gli anticorpi anti
recettore dell’ormone stimolante la tiroide (Ab anti-TSHR
o TrAb) caratteristici del morbo di Graves.

LA SINDROME DELL’OVAIO POLICISTICO E
GLI IPERANDROGENISMI

La sindrome dellovaio policistico (PCOS) e
una patologia endocrina tipica dell’eta fertile ed &
caratterizzata da alterazioni del ciclo mestruale (oligo-
amenorrea, conseguenza di una anomala funzione
ovulatoria), da una eccessiva presenza di ormoni maschili
(iperandrogenismo) e da un elevato numero di follicoli
antrali, visualizzati ecograficamente (30). Colpisce tra
I'8% e il 20% delle donne e rappresenta una delle cause
pit comuni di infertilita (31).

Sotto I'aspetto ormonale e laboratoristico, la PCOS
€ caratterizzata da un’aumentata produzione giornaliera
di androgeni ed estrogeni e dalla dissociazione dei tassi
plasmatici delle gonadotropine con LH generalmente
elevato ed FSH normale o basso, con un rapporto
LH/FSH >2,5.

L'aumento della secrezione di LH potrebbe essere
legato allaumentata sensibilitd dell’ipofisi al GnRH
oppure ad un’alterata secrezione ipotalamica di GnRH, in
particolare all’aumento dell’ampiezza delle sue pulsazioni
(8).

L'incremento della pulsatilita del GnRH sembra
essere maggiormente legato alliperinsulinemia, a sua
volta dipendente sia dall’aumentata resistenza periferica,
che dalla diminuita clearance epatica. L'incidenza della
resistenza insulinica in queste pazienti oscillerebbe tra
il 25% e il 70% (32). Sarebbe quindi I'iperinsulinemia,
tramite I'incremento del GnRH e dell’LH, a provocare
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iperandrogenismo . Infatti, I'insulina stimola la secrezione
androgenica in cellule tecali in coltura di soggetti fertili,
secrezione cherisultaaumentata nelle pazienticon PCOS.
Inoltre, anche la produzione surrenalica androgenica
risulta rafforzata in uno stato di iperinsulinemia. La
valutazione e la quantificazione dello stato di insulino-
resistenza puo essere eseguita mediante il test con carico
orale del glucosio (OGTT), che si basa su misurazioni
ripetute di glucosio e insulina, di cui la prima a digiuno
(basale) e le altre a intervalli regolari (120 e 180 minuti)
dopo l'assunzione per bocca di una soluzione acquosa
contenente 75 grammi di glucosio. Sono considerati
normali valori di glicemia <100 mg/dL e <140 mg/dL e di
insulinemia tra 5 e 25 mUI/mL e tra 18 e 56 mUI/mL (al
tempo 0 e dopo 120 minuti rispettivamente). La necessita
di estendere 'OGTT come test di screening per l'insulino-
resistenza a tutte le pazienti affette da PCOS o riservarlo
solamente a quelle che presentano fattori di rischio
(obesita, iperandrogenismo, eta >40 anni, storia familiare
di diabete, pregresso diabete mellito gestazionale) e
ancora oggetto di dibattito. Le piu recenti linee guida
in materia raccomandano di porre diagnosi di insulino-
resistenza mediante la determinazione della glicemia
a digiuno, dell’emoglobina glicosilata o dellOGTT (33).
La maggior parte dei piu recenti studi & perd concorde
nellaffermare che lalgoritmo diagnostico con OGTT
(glicemia basale e determinazione dopo 120 minuti)
mostra maggiore accuratezza rispetto alla sola glicemia

a digiuno nella determinazione dell’insulino-resistenza,
indipendentemente dalla presenza di fattori di rischio
specifici (34-39).

La determinazione degli androgeni comprende il
testosterone (totale e quota libera), I'androstenedione,
il deidroepiandrosterone solfato (DHEA-S) e il
17-idrossiprogesterone (17-OHP). L'eccesso di androgeni
puo essere indotto da insulino-resistenza e iperinsulinemia,
poiché questi ultimi due fattori causano una riduzione
della globulina legante gli ormoni sessuali o0 Sex Hormone
Binding Globulin (SHBG) con successivo aumento degli
androgeni liberi (40) (Figura 3). LSHBG in questi casi
presenta una riduzione di circa il 50% dei suoi livelli. Un
dato di estremo interesse diagnostico € rappresentato dal
Free Androgen Index (FAI): questo proviene dal rapporto
tra testosterone totale e SHBG ed & aumentato nella
PCOS.

Altro dato di laboratorio caratteristico della paziente
con PCOS é I'aumento sierico del’AMH, legato non solo
alllaumentato numero dei follicoli antrali e preantrali,
ma anche alla maggiore produzione di AMH da parte
delle singole cellule della granulosa di tali follicoli (41).
Diversi studi hanno dimostrato che I'AMH & correlato
alla gravita delle manifestazioni della PCOS, tra cui
oligo/amenorrea, iperandrogenismo e caratteristiche
morfologiche ecografiche di ovaio policistico, a sostegno
dell'ipotesi che 'AMH non sia solo un biomarcatore di
malattia, ma in realta contribuisca alla sua patogenesi

dell’iperandrogenismo

Effett1

Effetti riproduttivi:
- mestruazioni irregolari
- ovaio policistico
- disfunzione ovulatoria

Figura 3

Effetti metabolici:

- aumento tessuto adiposo
intraddominale

- riduzione adiponectina

- leptino-resistenza

Meccanismi recettoriali dell'iperandrogenismo nello sviluppo della PCOS. Si illustrano i due assi proposti coinvolti nello
sviluppo delle caratteristiche riproduttive e metaboliche della PCOS risultanti dall’eccesso di androgeni e i conseguenti tratti
della PCOS sviluppati (40). Modificata da Margherita Ceccobelli.

PCOQOS, sindrome dell’ovaio policistico.
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(42-47) (Figura 4).

Oltre ad essere causa di infertilita, la PCOS
rappresenta un fattore di rischio per abortivita ad epoche
precoci di gravidanza, evento che sarebbe attribuito
a livelli aumentati di LH, iperandrogenismo, insulino
resistenza e obesita (19, 48).

GLI ESAMI DI LABORATORIO NEL MONITORAGGIO
DELLA STIMOLAZIONE OVARICA E DEL RI-
SCHIO DI SINDROME DA IPERSTIMOLAZIONE
OVARICA

Le tecniche di PMA comprendono tutti quei
procedimenti che comportanoil trattamento laboratoristico
di ovociti umani, di spermatozoi o embrioni nell’ambito di
un progetto finalizzato a realizzare una gravidanza.

La piu nota ed utilizzata tra queste tecniche &
denominata “Intracytoplasmic sperm injection” ovvero
microiniezioneintracitoplasmaticadello spermatozoo (ICSI)
ed & stata proposta per la prima volta nel 1993. Consiste
nellinserimento, con tecniche di micromanipolazione,
di uno spermatozoo nel citoplasma di un ovocita. La
prima fase della ICSI & rappresentata dall'induzione
farmacologica della crescita follicolare (controlled
ovarian hyperstimulation, COH), con maturazione di piu
ovociti, mediante la somministrazione di farmaci induttori
dell'ovulazione. Tale trattamento prevede il controllo della
risposta ovarica a tale terapia, mediante monitoraggio
ecografico e/o determinazione di E2 e progesterone. Gli
ovociti recuperati con prelievo ecoguidato per via trans-

vaginale vengono inseminati mediante ICSI, al fine di
ottenere embrioni che sono poi trasferiti in cavita uterina.

L'induzione della crescita follicolare multipla €
praticata in quasi tutti i cicli di PMA e il motivo risiede
nella possibilita di ottenere piu follicoli, e quindi piu
ovociti, rispetto ad un ciclo spontaneo ovulatorio nel
quale si origina fisiologicamente un solo ovocita maturo,
migliorando cosi i tassi di gravidanza relativi.

Durante la COH é necessario effettuare un attento
monitoraggio ecografico e laboratoristico della crescita
dei follicoli, per stabilire I'esatto momento in cui effettuare
il prelievo ovocitario e scongiurare risposte eccessive, o
cercare di correggere la stimolazione in caso di risposte
insufficienti. Il monitoraggio laboratoristico prevede la
determinazione di E2 e di progesterone nel siero.

| livelli di E2 correlano con la crescita follicolare
mentre quelli di progesterone mostrano un’eventuale
luteinizzazione precoce (49).

In un ciclo naturale, i livelli di E2 raggiungono un picco
di 200-400 pg/mL soltanto prima del picco di LH; simili
livelli in un ciclo stimolato sono da attendersi per ogni
follicolo maturo. In un ciclo stimolato i migliori risultati
sono ottenuti con concentrazioni comprese tra 500 e
1500 pg/mL; con valori di E2 <200 pg/mL, una gravidanza
€ improbabile (50,51).

Al contrario € auspicabile che i livelli di progesterone
rimangano bassi. In vari studi & stato osservato che
livelli di progesterone >1,5 ng/mL nel giorno del trigger
dellinduzione della maturazione ovocitaria mediante
somministrazione di hCG, correlavano con peggiori

.

Aumentodi Insulino-

Iperandrogenismo
! - LH

T Prodotti ossidativi, Fattori

resistenza

J/ fattori antiossidanti genetici ?

\\//

Riduzione espressione
dell’ aromatasi

S

Figura 4

Riduzione della
sensibilita all’FSH

=

Fattori coinvolti nell'incremento dellAMH e suoi effetti in pazienti con PCOS. L’iperproduzione dellAMH sarebbe legata
allaumento anomalo di vari mediatori (LH, androgeni, insulina, prodotti ossidativi), alla riduzione di fattori anti-ossidanti e a
fattori genetici. L'anomalo incremento di AMH causa una riduzione dell’espressione dell’aromatasi e della sensibilita dell’unita
follicolare all’FSH, portando a anovulazione e iperandrogenismo. La relazione tra AMH e resistenza insulinica non e ancora

stata chiarita (41). Modificata da Margherita Ceccobelli.

PCOS, sindrome dell’ovaio policistico;, LH, ormone luteo stimolante; AMH, ormone anti-mulleriano;, FSH, ormone follicolo

stimolante
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risultati del ciclo di trattamento, in particolare con minor
tasso di gravidanza (52,53). E’ possibile che tale effetto
negativo dell’aumento del progesterone sui risultati della
fecondazione in vitro possa dipendere dalle modifiche
indotte sulla recettivita endometriale (54).

Secondo le ultime linee guida della European Society
of Human Reproduction and Embriology (ESHRE) del
2019, stando alle evidenze attualmente pubblicate, il
monitoraggio combinato ecografico e laboratoristico della
COH non sarebbe superiore al monitoraggio mediante
la sola ecografia in termini di efficacia e sicurezza.
L'aggiunta della determinazione di E2 nel monitoraggio
non sembra aumentare la probabilita di gravidanza, il
numero di ovociti recuperati o diminuire la probabilita di
OHSS (55).

In ogni caso, lo scopo del monitoraggio durante
la COH é rilevare il momento ottimale per indurre
I'ovulazione (mediante la somministrazione di hCG o LH)
e determinare una risposta adeguata alla stimolazione
ovarica per consentire il prelievo degli ovociti, ma
soprattutto per identificare le donne a rischio di OHSS
(56).

Il disturbo alla base dellOHSS & uno spostamento
dei liquidi dallo spazio intravascolare al compartimento
extravascolare e dunque alla cavita addominale, creando
un enorme terzo spazio. La conseguente ipovolemia
porta a problemi circolatori ed escretori. Lelevata
secrezione di estrogeni da parte delle ovaie pud essere
il primum movens, inducendo una maggiore permeabilita
capillare locale e perdita di liquidi dai capillari peritoneali.
Secondo un’altra ipotesi la sindrome pud derivare
dalla sovrapproduzione di fattori autocrini/paracrini che
influenzano la permeabilita vascolare locale (9). Un
numero crescente di prove coinvolge il fattore di crescita
endoteliale vascolare (VEGF) nella fisiopatologia della
OHSS. Si presume il VEGF origini dal follicolo ovarico;
'aumento della permeabilita capillare e la gravita della
sindrome sono strettamente correlati ai livelli circolanti
di VEGF (57-59). Si ritiene che anche altre citochine, in
particolare la famiglia delle interleuchine, siano coinvolte
nei cambiamenti di permeabilita vascolare; si ipotizza che
questi agenti influenzino il sistema dell’'ossido nitrico (60,
61). La perdita di liquidi e proteine nella cavita addominale
spiega lipovolemia e I'emoconcentrazione. Questo
a sua volta si traduce in bassa pressione sanguigna
e diminuzione della pressione venosa centrale. Le
principali complicanze cliniche sono l'aumento della
coagulabilita e la diminuzione della perfusione renale.
La ridotta perfusione renale porta ad un aumento del
riassorbimento di sodio e acqua nel tubulo prossimale,
che produce oliguria, iperazotemia e iperkaliemia (62).
Nei casi piu gravi, puo verificarsi una sindrome da distress
respiratorio dell’adulto (ARDS), versamento pleurico,
versamento pericardico, incremento degli enzimi epatici,
insufficienza renale acuta, tromboembolie.

Tutte le donne che si sottopongono a stimolazione
ovarica possono sviluppare tale sindrome. E stata
comunque individuata una classe di pazienti definite
“high responders” che, reagendo in modo eccessivo a
dosi standard di stimolazione, sono a maggior rischio
di sviluppo di OHSS. | fattori di rischio individuati finora

sono: eta <30 anni; micropolicistosi ovarica; Body Mass
Index ridotto; valori elevati di AMH (>3,4 ng/mL); elevata
Conta Follicoli Antrali (AFC >24); elevati valori di E2 alla
somministrazione di hCG (>3500-4000 pg/mL); elevato
numero di follicoli sviluppati (>35) dopo somministrazione
di hCG (8, 63-73).

ACCERTAMENTO DEI REQUISITI PER LACCESSO
ALLE TECNICHE

Screening per patologie infettive

| soggetti che si rivolgono ad un centro PMA devono
aver effettuato gli accertamenti previsti dal D.M.
10/09/1998 in funzione preconcezionale per la donna,
'uomo e la coppia (2).

Secondo I'Accordo Stato Regionidel 15 marzo 2012, le
coppie che sirivolgono ad un Centro di PMA devono aver
effettuato, prima di iniziare il trattamento, gli esami per la
ricerca di anticorpi anti HIV (Virus delllmmunodeficienza
Umana), antigene Australia del virus dell’epatite B
(HBsAg), anticorpi anti-core del virus dell’epatite B (anti-
Hbc), anticorpi anti epatite C (anti-HCV). | campioni
di sangue vanno prelevati non oltre 90 giorni prima
dell'inizio del trattamento e ripetuti ogni 6 mesi durante
il trattamento (74). Quando vi siano coppie o pazienti
positivi per HIV, virus dell’epatite B o virus dell’'epatite
C che vogliano intraprendere un trattamento di PMA,
deve essere prevista una condizione di conservazione e
trattamento separati, nonché devono essere considerate
le implicazioni di queste patologie infettive per i potenziali
figli (2,74). In particolare, i campioni di soggetti risultati
negativi per epatite B, epatite C o per HIV devono essere
conservati in contenitori differenti da quelli contenenti
campioni positivi o di cui manchi la documentazione di
negativita (74).

In considerazione dell’epoca preconcezionale, €
consigliabile effettuare anche lo screening per le seguenti
infezioni: Toxoplasmosi, Rosolia, Citomegalovirus e
Lue. Di questi pero, solamente la sierologia per rosolia
e per il Treponema pallidum rientrano tra le prestazioni
preconcezionali elencate nel DPCM sui nuovi livelli
essenziali di assistenza del 2017 (75).

Screening per le principali patologie genetiche

| test genetici di screening sono quelli che vengono

proposti quando la condizione di infertilita & accertata e

la coppia sceglie di intraprendere la PMA. Si pone allora

la necessita di conoscere il rischio riproduttivo: si tratta
quindi di test che hanno per oggetto la salute della prole

della coppia (76).

Nei Centri di PMA quelli piu frequentemente proposti
sSono:

- cariotipo, per la ricerca di anomalie cromosomiche sia
di tipo numerico (cromosomi sessuali) che strutturale
(traslocazioni bilanciate o altre anomalie che non
comportano perdita o guadagno del materiale
genetico);

- ricerca delle mutazioni del gene CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulator), per la diagnosi
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di malattia o di portatore sano della fibrosi cistica;

- elettroforesi delle emoglobine, per la ricerca di
emoglobine anomale;

- attivita dellenzima glucosio 6-fosfato deidrogenasi
(G6PDH) eritrocitario, la cui carenza & causa di
favismo e conseguenti possibili crisi di emolisi;

- microdelezioni del cromosoma Y, per la ricerca della
diagnosi su base genetica di infertilita maschile (da
effettuare solo in caso di infertilita maschile).

La consulenza genetica preconcenzionale si rivolge alla

coppia per fornire informazioni circa i possibili rischi di

ricorrenza e le possibilita diagnostiche e preventive di

patologie gravi e invalidanti.

Ulteriori indagini diagnostiche

Come previsto dal DPCM (Decreto del Presidente
del Consiglio dei Ministri) sui nuovi Livelli essenziali di
assistenza del 2017 (75), dopo due aborti consecutivi
0 pregresse patologie della gravidanza con morte
perinatale, o anamnesi familiare positiva per patologie
ereditarie, € adeguato prescrivere in fase preconcezionale
ulteriori esami di laboratorio a scopo diagnostico, per
lo screening di patologie autoimmuni o trombofiliche
ereditarie e/o acquisite.

Tabella 1

Gli autoanticorpi ricercati in tale ambito comprendono:
anticorpi antinucleari (ANA), per valutare la presenza o
il decorso di alcune malattie autoimmuni quali il Lupus
Eritematoso Sistemico (LES), la sclerosi sistemica, la
sindrome di Sjogren, la connettivite mista, le epatiti
autoimmuni e cosi via; anticorpi anti-proteine estraibili
nucleari (ENA), importante per diagnosi di lupus
eritematoso sistemico, patologie autoimmuni connettivali,
polimiosite, sindrome da anticorpi antifosfolipidi,
sindrome di Sjogren, artrite reumatoide; anticorpi anti-
DNA a doppio filamento (anti-dsDNA), presenti nell'80-
90% dei pazienti colpiti da LES (77).

Per lo screening trombofilico € indicato richiedere
i seguenti esami di laboratorio: mutazione G20210A
del gene della protrombina, del Fattore V Leiden, la
determinazione di omocisteina, antitrombina lll, proteina
C, proteina S ed infine la ricerca di anticorpi antifosfolipidi
tipo Lupus Anticoagulant (LAC), anticorpi anti-Beta 2
glicoproteina |, anticorpi anticardiolipina.

La Tabella 1 riassume gli esami di laboratorio
consigliati nel percorso di PMA.

CONCLUSIONI

In conclusione, nell’ambito della PMA, il dato di

Esami di laboratorio nel percorso di Procreazione Medicalmente Assistita (PMA)

Ormoni Screening infettivologico

Altre indagini

Screening genetico diagnostiche

Riserva ovarica:
AMH, FSH'*

Ab anti-HIV, HBsAg,

Ab anti-Hbc, Ab anti-HCV,
Toxoplasma IgG e IgM,
Rosolia IgG e IgM,
Citomegalovirus IgG e IgM,
TPHA/TPPA

Ciclo ovarico:
LH, FSH, E2, progesterone?

Prolattina e funzione tiroidea:
PRL, TSH, FT3, FT4, Ab
anti-TPO, Ab anti-TG, TrAb

PCOS:

AMH, LH/FSH, OGTT,
testosterone, testosterone
libero, androstenedione,
DHEA-S, 17-OHP, SHBG,
FAI

Monitoraggio stimolazione
ovarica:
E2, progesterone

Autoimmunita:
ANA, ENA, Ab anti-dsDNA

Cariotipo:

Ricerca delle mutazioni del
gene CFTR, elettroforesi
delle emoglobine, attivita
dell’enzima G6PDH
eritrocitario, microdelezioni
del cromosoma Y

Trombofilia:

Mutazione G20210A del
gene della protrombina,
Fattore V Leiden,
omocisteinemia,
antitrombina Ill, proteina C,
proteina S, LAC, anticorpi
anti-Beta 2 glicoproteina I,
Anticorpi anti-cardiolipina

AMH, ormone antimulleriano; FSH, ormone follicolostimolante; LH, ormone luteotropo,; E2, estradiolo; PRL, prolattina; TSH,
ormone tireostimolante; fT3, triiodotirnonina libera; fT4, tiroxina libera; Ab anti-TPO, anticorpi anti-perossidasi tiroidea; Ab
anti-TG, anticorpi anti-tireoglobulina; TrAb, anticorpi anti recettore dell'ormone stimolante la tiroide; OGTT, test con carico
orale del glucosio; DHEA-S, deidroepiandrosterone solfato; 17-OHP, 17-idrossiprogesterone; SHBG, Sex Hormone Binding
Globulin; FAI, Free Androgen Index; Ab anti-HIV: anticorpi anti-Virus dell’lmmunodeficienza Umana; HBsAg, antigene Australia
del virus dell’epatite B; Ab anti-Hbc, anticorpi anti-core del virus dell’epatite B; Ab anti-HCV, anticorpi anti epatite C; IgG,
immunoglobuline G; IgM, imunoglobuline M; TPHA/TPPA, test treponemici per Lue; CFTR, Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator; G6PDH, glucosio 6-fosfato deidrogenasi; ANA: anticorpi anti-nucleari; ENA, anticorpi anti-proteine estraibili
nucleari; Ab anti-dsDNA, anticorpi anti-DNA a doppio filamento; LAC, anticorpi antifosfolipidi tipo Lupus Anticoagulant.

" FSH misurato in fase follicolare precoce (2° o 3° giorno del ciclo). 2 Progesterone misurato in media fase luteale (21° giorno
del ciclo).
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laboratorio risulta di fondamentale importanza, sia
nel percorso diagnostico maschile e femminile, come
inquadramento della possibile causa dell'infertilita di
coppia, sia nel percorso terapeutico e prognostico
dei trattamenti di stimolazione ovarica controllata.
Occorre sempre ricordare, infine, che il risultato
positivo dei trattamenti di PMA, che & rappresentato dal
raggiungimento della gravidanza evolutiva, non deve
mai porre in secondo piano la sicurezza dei pazienti, e la
medicina di laboratorio € il principale alleato in grado di
garantire ognuno di questi obiettivi.
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