
1 
 

 

UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DEL PIEMONTE ORIENTALE 

“AMEDEO AVOGADRO” 

 

 

DIPARTIMENTO DI SCIENZE DEL FARMACO 

Corso di Laurea Magistrale in Farmacia 

 

 

 

 

TESI DI LAUREA 

“Feedback negativo degli steroidi anabolizzanti androgeni sull’asse 

ipotalamo-ipofisi-gonadi: meccanismi molecolari e conseguenze 

sulla funzione riproduttiva” 

 

 

 

 

Relatore                                                                                    Candidato 

Prof.ssa Silvia Garavaglia                                               Alessia Paroni 

 

 

 

Anno Accademico 2025-2026 

Sessione estiva 



2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

Abbreviazioni, acronimi e sigle 

17OHPROG: 17α-idrossiprogesterone 

AAS: Anabolic Androgenic Steroids 

AF: Activation Function  

AgRP: Agouti-related protein 

Ais: aromatase inhibitors 

AKR1C3: 17β-hydroxysteroid dehydrogenase type 5  

AKT: Proteina chinasi B 

ALT: alanina aminotransferasi 

AMH: Anti-Mullerian Hormone 

AMP: adenosina monofosfato 

AMPK: AMP-activated protein kinase 

AP1: Activator protein 1 

AR: Recettore Androgenico 

ARC: nucleo arcuato 

ARE: Androgen Response Elements 

ASF1: Alternative Splicing Factor 1  

ASIH: Anabolic Steroid-Induced Hypogonadism  

AST: aspartato aminotransferasi 

ATF3: Activating Transcription Factor 3 

AVPV: AnteroVentral PeriVentricular nucleus 

BPCO: Broncopneumopatia cronica ostruttiva 

CAMKK2: calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2 

cAMP: Adenosina Monofosfato ciclico 

CBG: Corticosteroid-Binding Globulin 

CBP: CREB binding protein 

ChIP: Chromatin immunoprecipitation 

CREB: cAMP response element-binding protein 
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CREs: enhancer cis-regulatory elements 

CYB5: Citocromo b5 

DAG: diacilglicerolo 

DBD: DNA Binding Domain 

DDC: Dopa Decarboxylase 

DDX3: Dead-box helicase 3 X-linked  

DHEA: Deidroepiandrosterone 

DHT: Diidrotestosterone 

Dlx2: Distal-less homeobox 2 

DNA: Acido Desossiribonucleico 

EBP1: ErbB3-binding protein 1 

Egr1: early growth response 1 

EMSA: Electrophoretic Mobility Shift Assay 

ER: Estrogen Receptor 

ERE: Estrogen Response Elements 

ERK: Extracellular signal-regulated kinases 

ESE: Exonic Splicing Enhancers 

EZH2: Enhancer of zeste homolog 2 

FDA: Food and Drug Administration 

FGF21: Fibroblasts Growth Factor 21 

FOXA1: Forkhead box protein A1 

FOXO1: Forkhead box protein O1 

FOXP3: Forkhead box P3 

FSH: Follicle-Stimulating Hormone 

FSHR: FSH receptor 

GABA: Acido γ-amminobutirrico 

GATA2: GATA-binding factor 2 

GATA-4: GATA-binding protein  

GEFs: Guanine nucleotide Exchange Factors 
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GGT: gamma-glutamil transpeptidasi 

GLP1: Glucagon-Like Peptide 1 

GnRH: Gonadotropin-Releasing Hormone 

GnRH-E1/2/3: Gonadotropin-Releasing Hormone Enhancer 1/2/3 

GnRH-P: Gonadotropin-Releasing Hormone Promoter 

GnRHR: GnRH receptor 

GnRH-RE: GnRH response element 

GPCRs: G protein-coupled receptors 

GPR54: orphan G-protein coupled receptor 54 

GRG: Groucho-Related Gene 

GRK2: G-protein-coupled receptor kinase-2 

hCG: human Chorionic Gonadotropin 

HDAC4: istone deacetilasi 4 

HDL: high-density lipoprotein 

HIV: Human Immunodeficiency Virus 

hnRNPA1: Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 

HPG axis: Hypothalamic-Pituitary-Gonadal axis 

HSD17B3: 17β-hydroxysteroid dehydrogenase type 3  

HSD3B2: 3β-hydroxysteroid dehydrogenase type II  

HSPs: Heat Shock Proteins 

HuR: Hu antigen R 

IGF-1: insulin-like growth factor 1 

IP3. inositol 1,4,5-trisphosphate  

ISE: Intronic Splicing Enhancers 

KCC2: Potassium-chloride transporter member 5 

KLK2/3: Kallikrein-2/3 

KNDy neurons: Kisspeptin, neurokinin B, and dynorphin neurons 

LBD: Ligand Binding Domain 

LDL: Low-Density Lipoproteins 
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LH: Luteinizing Hormone 

LHCGR: LH/choriogonadotropin receptor 

lncRNAs: long non-coding RNAs 

LSD1: Lysine-specific histone demethylase 1 

MAPKs: Mitogen-Activated Protein Kinases 

MED1: mediator complex subunit 1 

mRNA: RNA messaggero 

MSI2: Musashi2 

Msx1: Muscle segment homeobox 1 

mTOR: mechanistic target of rapamycin 

N/OFQ: Nociceptin/Orphanin-FQ 

NADPH: Nicotinammide Adenina Dinucleotide Fosfato 

NCC1: cotrasportatore Na-K-Cl 

NCoR: nuclear receptor corepressor 

NFAT: Nuclear Factor of Activated T-cells 

NGFI-A: Nerve growth factor-induced gene A 

NK3R: Neurokinin 3 receptor 

NKB: Neurokinin B 

Nkx2.1: NK2 homeobox 1 

NLS: Nuclear Localization Signal 

NPFFR1: Neuropeptide FF Receptor 1 

NPY: neuropeptide Y 

NTD: N-Terminal Domain 

Oct1: Octamer-binding transcription factor-1 

Otx2: Orthodenticle homeobox 2 

PA: phosphatidic acid 

Pbx: Pre-B cell leukemia transcription factor 

Pbx1: Pre-B-cell leukemia transcription factor 1 

PCBP1/2: poly(C)-binding proteins 1 and 2  
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PCT: post cycle-therapy 

PET: phosphatidylethanol 

PF: pioneer factors 

PGBE: pituitary glycoprotein basal element 

PI3K: fosfoinositide 3-chinasi 

PIP2: phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate 

PKA: protein chinasi A 

PKC: protein kinase C 

PL A2: fosfolipasi A2 

PLC: fosfolipasi C 

PLCβ: fosfolipasi Cβ 

PLD: fosfolipasi D 

POA: area preottica 

polyQ: poly-glutamine 

POMC: arcuate pro-opiomelanocortin  

POR: Cytochrome P450 oxidoreductase 

POU: Pit-1 Ott-1 Unc-86 

Prep1: Pbx-regulating-protein 1 

Ptx1: pituitary homeobox1 

Raf-1: fibrosarcoma protein kinase 1 

RBPs: RNA-Binding Proteins 

RFRP-3: RFamide-Related Peptide 3 

Sam68: Src associated in mitosis of 68 kDa 

SEDDS: Self-Emulsifying Drug Delivery Systems 

SERMs: selective estrogen receptor modulators 

SF1: nuclear receptor steroidogenic factor 1 

SHBG: Sex Hormone-Binding Globulin 

SOX2: sex determining region Y-box 2 

SRC-1: Steroid Receptor Coactivator 1 
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StAR: Steroidogenic Acute Regulatory Protein 

STARD1: steroidogenic acute regulatory protein 

SWI/SNF: SWItch/Sucrose Non-Fermentable 

T: Testosterone 

TAU: Transcriptional Activation Units 

Tfm: AR-deficient testicular feminisation  

TPA: O-tetradecanoylphorbol-13-acetate  

TRT: Testosterone Replacement Therapy 

TSH: Thyroid-Stimulating Hormone 

U2AF65: U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliary factor, 65-kd subunit 

UTRs: Untranslated Regions 

VCaP: Vertebral-Cancer of the Prostate 

vGAT: Vesicular inhibitory amino acid transporter  

WADA: World Anti-Doping Agency 
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1. Introduzione 

 Gli androgeni sono ormoni steroidei prodotti principalmente dai testicoli negli 

uomini, dalle ovaie nelle donne e, in quantità minore, dalle ghiandole surrenali in 

entrambi i sessi. Sono essenziali per lo sviluppo e il mantenimento delle caratteristiche 

sessuali maschili e per la regolazione di numerosi processi fisiologici, molti dei quali 

sono fondamentali per la funzionalità riproduttiva. A partire dalla seconda metà del XX 

secolo, si è iniziato a sintetizzare derivati androgenici con maggiori proprietà 

anabolizzanti, arrivando alla produzione degli steroidi anabolizzanti androgeni (AAS). 

Questi composti, sono stati inizialmente impiegati in ambito terapeutico per trattare 

diverse condizioni, ma presto ha iniziato a diffondersi il loro utilizzo anche al di fuori 

delle indicazioni cliniche. Infatti, essi hanno trovato impiego inizialmente negli sport 

competitivi per il miglioramento della performance, e successivamente anche tra la 

popolazione generale per fini di miglioramento estetico e di aumento della forza fisica. 

L’uso improprio di queste sostanze a dosi sovrafisiologiche però, è associato allo 

sviluppo di numerosi effetti avversi, che coinvolgono diversi organi ed apparati. Tra le 

conseguenze più rilevanti c’è la profonda alterazione che avviene a livello dell’asse 

ipotalamo-ipofisi-gonadi (HPG), componente chiave del sistema endocrino che regola 

una vasta gamma di funzioni biologiche legate alla salute riproduttiva e ormonale. 

L’esposizione prolungata agli AAS, infatti, determina una massiccia attivazione dei 

meccanismi di feedback negativo, che conducono ad una riduzione dei livelli di GnRH 

e, di conseguenza, delle gonadotropine FSH ed LH. Avviene quindi una 

compromissione della steroidogenesi gonadica e della fertilità. L’entità della 

soppressione dipende da diversi fattori, tra cui il tipo di composto utilizzato, il dosaggio, 

la durata dell’esposizione e la predisposizione individuale. Nei casi più severi, si può 

andare incontro ad una condizione detta Anabolic Steroid-Induced Hypogonadism 

(ASIH), caratterizzata da bassi livelli di testosterone endogeno, associati a diversi 

sintomi come calo della libido, disfunzione erettile e alterazioni dell’umore. In molti casi 

il recupero avviene spontaneamente dopo la sospensione del trattamento, mentre in 

alcuni soggetti si osserva un prolungamento della soppressione, che rappresenta una 

problematica clinica di interesse crescente. Negli ultimi anni, infatti, l’attenzione della 

comunità scientifica verso questo fenomeno è aumentata considerevolmente. Le 

evidenze attualmente disponibili dimostrano il coinvolgimento di diversi livelli di 



11 
 

regolazione, che comprendono un’azione diretta degli androgeni e degli estrogeni sul 

sistema nervoso, la modulazione dell’attività di neuroni che controllano la secrezione 

di GnRH e l’interazione con diversi sistemi neurotrasmettitoriali. Tuttavia, i meccanismi 

molecolari e neuroendocrini attraverso cui gli AAS esercitano il proprio feedback 

negativo risultano ancora non completamente chiariti.  

 La presente tesi si propone di svolgere un’analisi dei principali meccanismi 

molecolari coinvolti nel feedback negativo svolto dagli steroidi anabolizzanti androgeni 

sull’asse HPG. Dopo una panoramica sugli androgeni e sugli AAS ed una descrizione 

dei meccanismi fisiologici che regolano l’asse HPG, verranno esaminati i processi 

cellulari e neuroendocrini coinvolti nella soppressione dell’asse. Infine, verranno 

analizzate anche le principali conseguenze cliniche associate all’utilizzo di AAS, sia a 

livello del sistema riproduttivo che di altri organi e apparati. 

 

2. Androgeni e Anabolic-Androgenic Steroids   

2.1 Gli androgeni 

 Gli androgeni sono una classe importante di ormoni steroidei C19. Essi 

svolgono un ruolo essenziale per lo sviluppo sessuale e la riproduzione nell’uomo, ma 

risultano rilevanti anche in altri sistemi, come il tessuto adiposo, osseo o muscolare, 

nella pelle, nei capelli, nel cervello e nel sistema cardiovascolare. Gli androgeni, come 

tutti gli ormoni steroidei, sono sintetizzati a partire dal colesterolo. Per questo motivo, 

tutti gli steroidi condividono un nucleo comune, il ciclopentanoperidrofenantrene, 

struttura identificata negli anni ’30 del secolo scorso [1]. La sintesi endogena avviene 

in diversi tessuti e organi, ma principalmente a livello dei testicoli negli uomini, in 

particolare nelle cellule di Leydig, mentre nelle donne a livello ovarico, anche se in 

misura minore [2]. Il colesterolo è trasportato dalla membrana esterna del mitocondrio 

a quella interna dalla proteina Steroidogenic Acute Regulatory Protein (StAR). 

All’interno del mitocondrio, esso rappresenta il substrato del primo step della 

steroidogenesi, infatti viene convertito in pregnenolone grazie ad un sistema 

enzimatico composto da CYP11A1, ferredossina e ferredossina reduttasi. Nella via 

classica, il pregnenolone viene quindi convertito in 17α-idrossipregnenolone e 

deidroepiandrosterone (DHEA), attraverso il citocromo CYP17A1, supportato 

dall'enzima Cytochrome P450 oxidoreductase (POR) e, nella seconda reazione, anche 
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dal citocromo b5 (CYB5). Dal DHEA vengono sintetizzati poi l’androstenedione (A4), 

precursore più importante per la sintesi del testosterone nelle cellule surrenali, testicoli 

e ovaie, tramite l’azione dell'enzima 3β-hydroxysteroid dehydrogenase type II 

(HSD3B2), oppure l’androstenediolo, grazie all'attività di 17β-hydroxysteroid 

dehydrogenase type 3 (HSD17B3) o di 17β-hydroxysteroid dehydrogenase type 

5 (AKR1C3). L’azione coordinata di questi enzimi porta infine alla produzione di 

testosterone (T), che viene convertito a diidrotestosterone (DHT) dalla 5α-reduttasi di 

tipo 2, enzima NADPH dipendente [3,8] (Figura 1). Oltre alla via classica, abbiamo 

anche una via alternativa [5]. In questa, il 17α-idrossiprogesterone (17OHPROG) viene 

ridotto a 17α-idrossi-allopregnanolone e successivamente ad androsterone, tramite il 

CYP17A1. L’androsterone è quindi convertito in androstenediolo e poi in DHT. La via 

alternativa può anche partire dalla riduzione del progesterone, producendo 

diidroprogesterone [6]. Sono state inoltre descritte ulteriori vie che portano alla 

produzione di androgeni C11-ossigenati, una classica e una alternativa [7]. 
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Figura 1: schema delle principali vie di steroidogenesi, a partire dal colesterolo [4] 

 

È importante sottolineare che, al di là del testosterone prodotto nei testicoli, la maggior 

parte degli steroidi C19 prodotti dal surrene e dalle ovaie sono precursori inattivi. 

Questi sono successivamente convertiti ad androgeni attivi nelle cellule bersaglio 

dell’azione androgenica che esprimono gli enzimi necessari [11]. Tra gli androgeni, il 

testosterone rappresenta uno dei principali ormoni, mentre il DHT costituisce la forma 

biologicamente più attiva, in quanto è l’androgeno naturale con maggior affinità al 

recettore androgenico (AR) [9]. Esso, nella maggior parte dei casi, deriva dalla 

riduzione del doppio legame presente sull’anello A del testosterone, ma c’è anche una 

via alternativa per la sua formazione, che non coinvolge quest’ultimo [10]. È anche un 
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pro-ormone, in quanto può essere convertito in estradiolo a livello periferico, grazie 

all’azione dell’aromatasi. Negli uomini, infatti, circa l’80% dell’estradiolo circolante 

origina dall’aromatizzazione del T, mentre solo il 20% è prodotto direttamente dai 

testicoli [12]. Gli androgeni esercitano la loro azione tipicamente attraverso il recettore 

AR, che verrà descritto più nello specifico nel capitolo successivo, modulando così 

numerosi processi biologici. Gli AR sono presenti nel citoplasma dove è associato a 

diverse proteine chaperon, tra cui abbiamo HSP40, HSP90 e p23. La formazione del 

complesso tra l’androgeno e il recettore androgenico (A-AR) porta ad un segnale di 

attivazione che è dato da un cambiamento conformazionale di AR e dal distacco delle 

proteine chaperon.  Quando AR è attivo, può agire attraverso un meccanismo 

genomico o non genomico [13]. Nella via genomica, il complesso A-AR passa 

attraverso il complesso proteico del poro nucleare, arrivando così nel nucleo, dove si 

lega, sottoforma di dimero, al DNA, in particolare agli Androgen Response Elements 

(ARE), presenti nei promotori dei geni bersaglio [14]. Quindi, molti co-regolatori si 

legano al complesso, portando alla trascrizione dei geni bersaglio. Questi co-regolatori 

hanno effetto sulla formazione del complesso e la sua stabilità, oltre che sul 

rimodellamento della cromatina, andando così a modulare l’azione di AR [15]. Il 

signaling di AR nella cellula può avvenire anche attraverso meccanismi non-genomici, 

che coinvolgono proteine di membrana o recettori, i quali attivano cascate di chinasi 

intracellulari. Una delle vie più studiate è il sistema di segnalazione MAPK/ERK, dove 

il complesso tra androgeno e recettore androgenico si lega alla tirosin-chinasi Src, che 

va incontro ad apertura ed auto-fosforilazione, portando ad una modulazione della 

cascata segnalazione [16] e regolando così la trascrizione. Inoltre, il complesso A-AR 

può interagire direttamente con altre molecole di segnalazione, come le fosfoinositide 

3-chinasi (PI3K), attivando così la via della proteina chinasi B (Akt). Uno dei bersagli 

più importanti a valle di queste segnalazioni è il fattore di trascrizione CREB, la cui 

attivazione contribuisce alla regolazione dell’espressione di geni coinvolti nei processi 

di proliferazione, sopravvivenza e adattamento cellulare [17]. L’azione del testosterone 

e dei suoi derivati si esercita su diversi tessuti: 

• nel muscolo scheletrico aumentano la massa muscolare, la forza e la potenza, 

oltre a migliorare la sensibilità insulinica [18]; 

• nel tessuto adiposo dove svolgono un’azione anti-adipogenica, riducendo 

l’accumulo di grasso, in particolare a livello viscerale, e favorendo la lipolisi [19]; 
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• modulano la funzione delle cellule β del pancreas, stimolando la produzione di 

insulina [20]; 

• aumentano la densità e la resistenza meccanica del tessuto osseo [21]; 

• diminuiscono il rischio cardiovascolare. Il testosterone è infatti un potente 

vasodilatatore, aumenta il flusso coronarico e stimola la produzione di ossido 

nitrico a livello endoteliale [22]; 

• inoltre stimolano l’eritropoiesi [23]. 

Gli steroidi sono molecole lipofile, hanno quindi necessità di conversioni metaboliche 

che aumentino la loro solubilità in acqua per essere efficientemente escreti. Questo 

metabolismo è normalmente diviso in due step sequenziali: le reazioni di fase 1 e 

quelle di fase 2 [24]. Il maggior contributo al metabolismo degli steroidi è dato dal 

fegato, ma anche diversi tessuti periferici possiedono enzimi utili all’attivazione e alla 

successiva inattivazione degli steroidi. Normalmente, le due fasi sono conseguenti, ma 

in diversi studi recenti si è notato che esse possono talvolta avvenire in ordine inverso 

[25], o può avvenire un metabolismo di fase 2 senza che siano avvenute reazioni di 

fase 1.  Le reazioni di fase 1 includono principalmente: la riduzione dell’anello A, che 

porta a metaboliti tetraidro come 5alfa e 5beta, caratterizzati da attività biologica 

minima, ossidazioni nelle posizioni 11β, 17β o 21, riduzioni nelle posizioni 11β, 17β o 

20, idrossilazioni e scissioni del legame C17–C20. Inoltre, tra le trasformazioni extra-

epatiche si osservano reazioni ad opera del microbiota intestinale, come la 

diidrossilazione in posizione 21, che contribuisce a modificare ulteriormente i metaboliti 

steroidei prima della loro escrezione [26]. Le classiche reazioni di coniugazione di fase 

2, tra cui ricordiamo come più importanti la solfatazione e glucuronidazione, 

aumentano la polarità e la solubilità acquosa, in modo da facilitare l’escrezione e la 

concentrazione dei metaboliti nelle urine e nella bile. Altre reazioni di coniugazione 

comprendono la metilazione dei catecol-estrogni, coniugazioni con cisteina o 

glutatione, ed esterificazioni con acidi grassi.  Queste reazioni di coniugazione 

avvengono attraverso due reazioni che si susseguono: l’attivazione del gruppo da 

trasferire e successivamente il trasferimento di questo gruppo ad un idrossile dello 

steroide. Il prodotto coniugato è spesso biologicamente inattivo, ma sono state 

identificate diverse eccezioni [27]. È importante ricordare che la solfatazione degli 

steroidi è reversibile e gli steroidi solfatati possono essere idrolizzati a steroidi liberi da 

solfatasi steroidee, mentre la glucuronidazione è irreversibile negli umani. Sono anche 
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possibili coniugazioni doppie con lo stesso gruppo [28] o due gruppi differenti [29]. Per 

quanto riguarda l’escrezione, essa avviene, sottoforma di coniugati, prevalentemente 

nelle urine, per circa l’80%, e nella bile [30]. È da specificare anche che la clearance è 

solitamente più veloce per i glucuronidi rispetto ai solfati [31]. Nel rene, gli steroidi 

coniugati sono trasportati dal sangue, dopo filtrazione, al lume del nefrone e quindi 

nelle urine, mentre quelli che passano attraverso la membrana degli epatociti sono 

escreti nella bile. L’escrezione fecale è però bassa, in quanto gli steroidi sono in gran 

parte riassorbiti dall’intestino [32]. Si è anche dimostrato che i bi-solfati sono escreti 

principalmente con la bile, mentre i glucuronidi a livello renale [33]. Una frazione di 

steroidi è anche escreta attraverso la saliva, per questo motivo essa viene anche usata 

come campione biologico per la diagnosi e il monitoraggio di disordini della 

steroidogenesi [34]. 

 

2.2 Gli Steroidi Anabolizzanti Androgeni  

 Gli Steroidi Anabolizzanti Androgeni (AAS) comprendono il testosterone e i suoi 

derivati sintetici o semisintetici, sviluppati con l’obiettivo di modulare selettivamente il 

rapporto tra attività anabolica e androgena. In ambito clinico e farmacologico, questo 

termine è usato per indicare principalmente i composti sintetici, ma è incluso anche il 

testosterone quando soggetto a somministrazione esogena. Gli AAS sono così 

chiamati a causa delle loro proprietà, infatti il termine “anabolizzanti” si riferisce alla 

loro capacità di promuovere la sintesi proteica e la crescita del muscolo scheletrico, 

mentre “androgeni” si riferisce alla promozione e al mantenimento dei caratteri sessuali 

maschili secondari [35]. La conoscenza e lo studio degli AAS iniziano già negli anni 

’70 dell’800, quando il fisico e scienziato Charles-Edouard Brown-Sequard si 

somministrò autonomamente un estratto acquoso derivante da testicoli canini e bovini. 

Egli riportò di aver avuto un aumento significativo dell’energia e del vigore, 

contribuendo alla diffusione di questi preparati nel pubblico, nonostante 

successivamente sia stato dimostrato che contenessero solo dosi omeopatiche di 

testosterone. Più di sessant’anni dopo, venne sintetizzato per la prima volta il 

testosterone. Da qui, negli anni ’50 vennero prodotti diversi derivati sintetici, che 

iniziarono ad essere molto usati, o meglio abusati, in ambito sportivo [36]. Gli AAS 

vennero proibiti per la prima volta nelle competizioni internazionali nelle olimpiadi del 

1968, mentre solo nel 1996 vennero dimostrati definitivamente, con uno studio 
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rigoroso, i loro effetti sulla performance [37]. Gli AAS sono stati progettati in modo da 

ottenere analoghi che avessero un’azione più prolungata nel tempo e che avessero 

maggior attività anabolizzante rispetto a quella androgenica [38]. Come illustrato in 

Figura 2, la maggior parte degli AAS mantiene la struttura base dell’androstano, 

costituita da 3 anelli cicloesanici fusi (A, B e C) e un anello ciclopentanico (D).  

 

 

Figura 2: struttura base dell’androstano [39] 

 

Su questa struttura possono essere fatte modifiche in diversi siti, che vanno a 

influenzare l’affinità al recettore, la potenza, la farmacocinetica e la selettività tissutale 

come verrà spiegato di seguito. 

• Esistono modifiche a livello del carbonio in posizione 17, che sono le più 

rilevanti. Abbiamo la 17α-alchilazione, che aumenta l’azione anabolica ma 

soprattutto la stabilità della molecola, in quanto previene la dealchilazione data 

dal metabolismo epatico di primo passaggio, vengono così prodotti composti 

che sono attivi quando somministrati per via orale. Tra gli AAS che posseggono 

questa modifica ricordiamo il metiltestosterone [40]. La seconda modifica più 

comune è l’esterificazione dell’idrossile in C17β, normalmente con un gruppo 

acido [41]. Questo porta ad una maggior lipofilia e durata d’azione, risultando 

particolarmente utile per formulazioni a lento rilascio da veicolo oleoso. La 

velocità di rilascio nella circolazione è normalmente tanto minore quanto più 

lunga è la catena. Tra i composti con gruppo funzionale dato da esteri si 

annoverano ad esempio il nandrolone decanoato, laurato o fenilpropionato, il 

testosterone acetato, cipionato, enantato o undecanoato, oppure il trenbolone 

acetato.  

• La rimozione del carbonio in posizione 19, andando a formare i derivati del 19-

nortestosterone. Questa modifica ha un impatto significativo sulle proprietà dei 

composti, andando a ridurre l’attività androgenica e ad aumentare invece quella 
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anabolizzante [42]. Questi derivati possono poi subire altre modifiche, come 

l’introduzione di gruppi funzionali, alchilazioni, arilazioni o esterificazioni in C17, 

andando a formare diverse molecole, tra cui ricordiamo il trenbolone o il 

nandrolone. 

• Si possono fare modifiche sull’anello A, in particolare vengono introdotti doppi 

legami, producendo un aumento della stabilità metabolica e dell’attività 

anabolica. Tra i derivati che presentano due doppi legami in questo anello 

abbiamo il boldenone. 

• Si possono rimpiazzare uno o più carboni con eteroatomi. L’anello eterociclico 

è solitamente introdotto al posto dell’anello A nel nucleo steroideo [43]. Questa 

modificazione può influire sulla biodisponibilità, l’azione e gli effetti avversi dello 

steroide. Un esempio molto conosciuto è lo stanozololo, che contiene un anello 

pirazolico. Ciò gli conferisce maggiori proprietà anaboliche e riduce gli effetti 

androgenici. Altri AAS con eterocicli sono il danazolo e l’oxandrolone 

Esiste anche una classe di steroidi noti come “designer steroids”. Questo termine si 

riferisce a composti che sono ingegnerizzati per non essere analiticamente rilevabili 

nei campioni richiesti dai test antidoping [44]. Steroidi di questo tipo sono ad esempio 

il tetraidrogestrinone e il norboletone. Gli AAS sono spesso somministrati per via 

intramuscolare o orale. Le formulazioni intramuscolari consistono generalmente in 

soluzioni oleose formate da AAS dissolti in oli vegetali, come quello di arachidi, spesso 

addizionati con composti come il benzoil benzoato o l’alcol benzilico, che hanno 

proprietà batteriostatiche e conferiscono maggior solubilità in olio all’AAS. Gli steroidi 

diffondono in modo graduale da questo tipo di formulazioni a lento rilascio, arrivando 

nel liquido interstiziale. Come detto precedentemente, il rilascio è ritardato 

dall’esterificazione dell’idrossile in 17β, ma anche il sito di iniezione può influenzare la 

farmacocinetica [45]. Gli AAS somministrati per via orale sono rapidamente assorbiti 

nel tratto gastrointestinale, ad esempio nel caso del metiltestosterone il picco di 

concentrazione si raggiunge dopo 1-2 ore dall’ingestione [46]. Dopo assorbimento, gli 

steroidi raggiungono il fegato tramite la vena porta, per questo è importante fare delle 

modifiche che aumentino la lipofilia della molecola, in modo da ridurre il metabolismo 

di primo passaggio. Sono state create anche formulazioni ancora più stabili, ad 

esempio il testosterone undecanoato è stato introdotto in un sistema auto-

emulsionante (SEDDS), in modo da aumentare l’assorbimento linfatico e ridurre le 
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variazioni intra e interindividuali [47]. Questo sistema necessita comunque di due 

somministrazioni giornaliere per mantenere stabile il livello fisiologico di testosterone. 

Altra strategia può essere quella di ritardare il metabolismo, ad esempio, come già 

detto, attraverso metilazione in posizione 17α, che aumenta la biodisponibilità orale, 

ma aumenta anche il rischio di epatotossicità [48]. Una volta arrivati alla circolazione 

sistemica, gli AAS sono trasportati nei tessuti legati a diverse proteine plasmatiche, tra 

cui ricordiamo l’albumina, l’SHBG, la CBG e la proteina orosomucoide. Molto 

importante è l’SHBG, che riveste un ruolo importante nel modulare la frazione libera, 

e quindi biologicamente attiva, degli ormoni steroidei. È presente nella circolazione 

come omodimero, in cui ogni monomero ha un sito di legame per gli steroidi [49]. In 

condizioni fisiologiche, circa un terzo dei siti di legame è occupato dal testosterone, 

mentre il resto da diversi altri steroidi. Dosi sovrafisiologiche di testosterone risultano 

in livelli più elevati di molecola libera, e quindi attiva, sia perché saturano la capacità 

di legame di SHBG, sia perché hanno la capacità di ridurre i livelli di SHBG circolante 

[50]. Dalla circolazione sanguigna, gli AAS si spostano nel compartimento 

extravascolare e diffondono fino alle cellule target. Possono quindi subire una 

biotrasformazione o agire direttamente su AR. Gli AAS stimolano l’ipertrofia muscolare 

e l’aumento della forza, promuovendo la sintesi proteica muscolare e il recupero dopo 

allenamento contro resistenza. Gli effetti anabolizzanti degli AAS sono principalmente 

mediati dalla modulazione della trascrizione genica nei tessuti bersaglio, attraverso il 

legame con AR nel muscolo scheletrico. Hanno anche altre azioni non genomiche e 

antagonizzano l’effetto dei glucocorticoidi, determinando un effetto anti-catabolico. Nel 

complesso, gli AAS agiscono in modo analogo agli androgeni endogeni, tuttavia, le 

modifiche strutturali introdotte nelle molecole sintetiche determinano differenze in 

termini di affinità recettoriale, metabolismo e durata di azione e possono anche 

influenzare qualitativamente la risposta cellulare. In particolare, evidenze recenti 

suggeriscono che diversi AAS siano in grado di indurre un’attivazione differenziale 

delle vie genomiche e non-genomiche dell’AR, contribuendo ad effetti tessuto-specifici 

e alla parziale dissociazione tra l’attività anabolizzante e quella androgenica.Gli effetti 

fisiologici dati dagli AAS sono diversi:  

• a livello muscolare promuovono la crescita del tessuto grazie ad un aumento 

della sintesi proteica. Inoltre, c’è anche una diminuzione dell’effetto catabolico 

dei glucocorticoidi, data dalla down regulation del loro recettore e da 
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interferenze funzionali sulla sua attività [51]. È dimostrato che la 

supplementazione di AAS aumenta la massa muscolare, la dimensione delle 

fibre e la forza totale; 

• possono determinare effetti epatotossici, soprattutto quelli somministrati per via 

orale e con modificazioni strutturali in posizione C17α [52]. In particolare, 

possono portare a colestasi, aumento degli enzimi epatici come le transaminasi 

e danno epatocellulare; 

• aumentano la densità ossea inibendo il riassorbimento da parte degli osteoclasti 

e stimolando la formazione [53]; 

• possono aumentare il rischio cardiovascolare attraverso diversi meccanismi, tra 

cui uno squilibrio nel metabolismo dei grassi, con aumento delle LDL, un 

aumento, anche se temporaneo, della pressione arteriosa, ipertrofia 

ventricolare ed aumento dell’aggregazione piastrinica [54]; 

• stimolano l’ematopoiesi, sia in modo diretto che attraverso l’eritropoietina, ed 

aumentano il rilascio di ossigeno dall’emoglobina, con maggior ossigenazione 

tissutale; 

• gli AAS agiscono anche a livello del sistema nervoso centrale, modulando 

sistemi neurotrasmettitoriali, in particolare quello dopaminergico. Questo risulta 

in modifiche comportamentali come l’aumento dell’aggressività, irritabilità, ansia 

e depressione, e può anche portare a fenomeni di dipendenza; 

• dosi sovrafisiologiche di AAS sopprimono la produzione endogena di 

testosterone attraverso l’inibizione dell’asse ipotalamo-ipofisi. Questo si traduce 

in disfunzione erettile e libido ridotta, oltre ad ipogonadismo, con azoospermia 

e atrofia testicolare [55].  

 

2.3 Uso e abuso degli AAS 

 Gli AAS sono stati inizialmente sviluppati per scopi medici, ad esempio per 

trattare deficienze ormonali e condizioni caratterizzate da perdita di massa muscolare. 

Tuttavia, nel corso del tempo, il loro impiego si è esteso al di fuori dell’ambito medico, 

assumendo un ruolo rilevante nel contesto sportivo. Per quanto riguarda l’uso 

terapeutico, diversi AAS hanno avuto approvazione da parte dell’FDA per il trattamento 

di diverse condizioni come osteoporosi, anemia, catabolismo proteico prolungato o 

perdita di peso significativa data da traumi severi, infezioni croniche o operazioni 
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chirurgiche. Alcuni AAS sono inoltre impiegati nel trattamento di specifiche neoplasie, 

come alcune forme di carcinoma mammario.  Ad esempio, l’oxandrolone si è 

dimostrato efficace nel trattamento di disordini che portano a cachessia, grazie ai suoi 

effetti anabolizzanti, così come il nandrolone decanoato può risultare utile negli 

individui con BPCO o che vanno incontro a wasting associato all’HIV [56]. 

L’oximetholone è stato autorizzato per gestire l’anemia causata da una scarsa 

produzione di globuli rossi, mentre il danazolo per il trattamento dell’angioedema. 

Inoltre, alcune sostanze come il dimetandrolone e il testolone sono anche soggette a 

trials clinici come contraccettivi maschili e per la terapia sostitutiva del testosterone 

(TRT) [57]. Anche gli esteri del testosterone presentano numerose applicazioni 

cliniche: ad esempio il testosterone undecanoato formulato in capsule orali 

(JATENZO®) è stato approvato per il trattamento dell’ipogonadismo maschile. Questa 

molecola inoltre, come già detto precedentemente, è stata formulata anche sotto forma 

di Self-Emulsifying Drug Delivery Systems (SEDDS), soggetto a diversi studi controllati 

con placebo. Accanto agli impieghi terapeutici, si è verificata e si verifica però un’alta 

frequenza di uso improprio e abuso degli AAS, a fini di doping. Tali sostanze hanno 

acquisito popolarità per il loro impatto sulla composizione corporea e sulla 

performance, grazie alla loro capacità di aumentare la massa muscolare e la forza, 

ridurre la massa grassa ed ottimizzare i tempi di recupero. Sono quindi usati in diversi 

sport, quali bodybuilding e weightlifting, ma anche baseball, calcio, ciclismo, wrestling, 

e molti altri. Questo uso improprio è iniziato a diventare oggetto di attenzione a metà 

del XX secolo. Uno dei primi casi documentati risale al torneo mondiale di weightlifting 

che si tenne a Vienna nel 1954, in cui fu accertato l’impiego di testosterone da parte 

della squadra dell’Unione Sovietica. Dal 1964, il comitato olimpico internazionale ne 

vietò l’utilizzo, ma questo non fu sufficiente a fermarne l’abuso, che ebbe il suo picco 

negli anni ’70. Molti atleti iniziarono a fare uso di AAS per diverse ragioni, tra cui la 

pressione esercitata da uno scenario sportivo altamente competitivo. In tale contesto, 

il timore di rimanere svantaggiati rispetto ad avversari che potrebbero farne uso, 

genera addirittura una percezione di necessità. In seguito al progressivo aumento dei 

casi di doping e alla necessità crescente di un coordinamento internazionale nelle 

politiche di contrasto, nel 1999 fu istituita la World Anti-Doping Agency (WADA), che si 

occupa di redigere e aggiornare la lista delle sostanze proibite, della supervisione e 

della promozione dell’educazione in ambito sportivo. Nel corso degli anni, l’uso degli 
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steroidi anabolizzanti androgeni si è esteso dall’ambito sportivo agonistico a contesti 

anche non competitivi, interessando, con utilizzo ricreazionale, la popolazione 

generale e soprattutto frequentatori di palestre e individui orientati al miglioramento 

estetico. Gli AAS sono ottenuti soprattutto attraverso canali illegali, tra cui il mercato 

nero e piattaforme online, spesso con distribuzione tramite servizi postali [58]. Tuttavia, 

è stato riportato anche il coinvolgimento, in misura non trascurabile, di operatori 

sanitari nella prescrizione o fornitura di queste sostanze, e, almeno in passato, sono 

stati documentati programmi statali segreti finalizzati alla fornitura di AAS ad atleti di 

èlite. Si stima che a livello mondiale, gli AAS siano usati, nel corso della vita, da circa 

un 6,4% della popolazione maschile e da un 1,6% di quella femminile. Un importante 

rischio è rappresentato anche dal fatto che le dosi di AAS usate nel doping arrivino ad 

essere fino a 10-20 volte più alte di quelle utilizzate negli studi clinici.  

 

2.4 Il ruolo del farmacista 

 Il farmacista può svolgere un ruolo rilevante nella prevenzione dell’uso 

improprio degli AAS. Una responsabilità chiave è quella di identificare le sostanze 

proibite ed educare gli atleti alla riduzione del loro uso [59]. Il ruolo del farmacista nella 

prevenzione del doping è stato anche riconosciuto a livello internazionale, infatti la 

International Pharmaceutical Federation (FIP) ha delineato, all’interno delle sue linee 

guida, una serie di responsabilità [60] specifiche, tra cui l’aggiornamento continuo sul 

contenuto del codice WADA, la capacità di distinguere tra uso terapeutico appropriato 

e pratiche illecite, e la fornitura di informazioni agli atleti riguardo ai farmaci e agli 

integratori contenenti sostanze proibite. Il farmacista è inoltre chiamato a promuovere 

l’attività fisica e, più in generale, uno stile di vita sano, ad informare sui rischi associati 

all’uso di determinate sostanze e, ove appropriato, a rifiutarsi di dispensare di 

medicinali quando vi è il sospetto di un uso illecito.  Nell’esercizio della sua 

professione, il farmacista dovrebbe raccogliere informazioni rilevanti sul paziente, 

analogamente a come vengono poste domande su altre condizioni cliniche, al fine di 

identificare i soggetti coinvolti in attività sportive a livello competitivo, e quindi 

personalizzare i consigli forniti nel migliore interesse del paziente specifico. Tale 

pratica spesso non viene attuata, e questa mancanza di indagine può essere attribuita 

all’assenza di queste responsabilità specifiche nelle linee guida nazionali e negli 

standard di pratica professionale.  
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3. Il recettore androgenico  

3.1 Il gene codificante il recettore androgenico e la sua espressione 

 L’azione degli androgeni e degli AAS è mediata principalmente dal recettore 

androgenico (AR), un fattore di trascrizione ligando-dipendente, facente parte della 

famiglia dei recettori nucleari. Il gene codificante si trova sul cromosoma X, in 

particolare sul suo braccio lungo (Figura 3).  

 

 

Figura 3: Struttura del gene del recettore androgenico umano [64] 

 

 

È composto da 186,587 kb e la proteina codificata ha una massa molecolare di circa 

110 kDa. Il gene è formato da 8 esoni codificanti, che hanno una struttura molto 

conservata se paragonati agli esoni degli altri recettori degli ormoni steroidei, e ha 

anche UTRs decisamente lunghe in 5’ e 3’. Il trascritto può subire uno splicing 

differenziale a livello della regione non tradotta in 3’, che risulta in due molecole 

differenti di mRNA, una di circa 7,5 kb e l’altra di 10 kb [61]. Inoltre, è stato identificato 

anche un numero importante di micro-RNAs, i quali legano la regione non tradotta in 

3’ e modulano stabilità, traducibilità, esportazione e localizzazione subcellulare, 

influenzando così in ultima analisi la traduzione della proteina AR e la successiva 

funzione. Per quanto riguarda il promotore del gene del recettore androgenico, la 

trascrizione è guidata principalmente dal fattore di trascrizione Sp1, che possiede un 

dominio zinc-finger. Sp1 lega sequenze GC-boxes, situate a monte del sito di inizio 

della trascrizione e all’interno della regione 5’ UTR. Inoltre, è presente un’isola CpG, 
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situata in una regione che comprende il promotore e la zona che racchiude la 5’ UTR 

e l’esone 1. Questa isola è caratterizzata da pattern di metilazione tessuto-specifici 

[62], suggerendo un ruolo nella regolazione epigenetica dell’espressione del gene. La 

trascrizione del gene del recettore è soggetta sia a regolazione positiva sia negativa. 

È stata dimostrata anche la possibilità di auto-regolazione del gene, ed infatti sono 

stati infatti identificati, mediante la tecnica di immunoprecipitazione della cromatina 

(ChIP), siti di legame per il recettore degli androgeni. Questi sono presenti all’interno 

del secondo introne e della regione 5’ UTR del gene [63]. Oltre alla regolazione 

ormonale, è stata anche evidenziata l’importanza del bilancio tra i fattori di trascrizione 

positivi (Sp1) e negativi (Purα), che si legano alla regione 5’ UTR, determinando i livelli 

di espressione dell’mRNA in diversi modelli cellulari. L’espressione del gene di AR è 

regolata da molteplici livelli di controllo che coinvolgono non solo la trascrizione, ma 

anche processi post-trascrizionali. L’mRNA è infatti legato da una serie di RNA-Binding 

Proteins (RBPs), che hanno effetto sulla funzione cellulare, regolando lo splicing 

dell’mRNA, la poliadenilazione, la traduzione, la degradazione e la localizzazione. 

Pertanto, alterazioni dell’espressione di queste proteine possono influenzare in modo 

significativo i principali processi cellulari regolati dagli mRNAs. Tali alterazioni 

nell’espressione e funzione delle RBPs sono state associate allo sviluppo di patologie 

come il cancro, attraverso la modulazione di processi come la divisione cellulare, 

migrazione e proliferazione [65]. Tra queste proteine figurano DDX3, EBP1, HuR, 

PCBP1/2 e MSI2, che legano differenti regioni dell’mRNA, incluse la 5’UTR, la 3’UTR 

e la regione codificante, influenzandone l’efficienza di traduzione e la stabilità. Sono 

molto importanti anche i fattori di splicing, tra cui proteine come U2AF65 e hnRNPA1 

si legano a enhancer di splicing intronici (ISE), mentre Sam68 e ASF1 ad enhancer di 

splicing esonici (ESE), localizzati in corrispondenza del sito di splicing 3’ dell’esone 3b. 

Queste interazioni favoriscono l’utilizzo dei cosiddetti esoni criptici, portando alla 

generazione di varianti di splicing del recettore. Tra queste varianti ricordiamo AR-V7, 

caratterizzata dall’assenza degli esoni 5-8, che codificano per il dominio di legame 

dell'androgeno, determinando così la produzione di una forma recettoriale 

strutturalmente e funzionalmente distinta [66], perché costitutivamente attiva, anche in 

assenza del ligando. 
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3.2 La struttura proteica del recettore 

 A seguito della traduzione, il recettore androgenico (AR) si presenta come una 

proteina modulare di 919 amminoacidi, composta da 4 domini strutturali distinti, 

ciascuno caratterizzato da specifiche funzioni biologiche: il dominio N-terminale (NTD), 

il dominio di legame al DNA (DBD), una regione a cerniera (hinge region) e un dominio 

di legame al ligando (LBD), presente all’estremità C-terminale [67] (Figura 4). 

 

Figura 4: Struttura tridimensionale del recettore androgenico (AlphaFold)[68] 

 

Il dominio N-terminale (NTD) dell’AR è intrinsecamente disordinato e costituisce da 

solo metà della lunghezza del recettore. L’NTD contiene una regione di attivazione 

(AF-1), costitutivamente attiva e ligando-indipendente, a differenza di AF-2 sul dominio 

C-terminale, la cui attivazione richiede la presenza di un ligando. AF-1 contiene due 

unità di attivazione trascrizionale: TAU-1 e TAU-5 [69]. L’NTD contiene molte sequenze 

ripetute, tra cui ripetizioni di poli-glutammina (polyQ), poli-glicina e poli-prolina. 

Alterazioni nelle sequenze polyQ sono associate a diverse patologie, tra cui cancro 

alla prostata, infertilità o malattie neurodegenerative [70]. Nonostante l’NTD sia di base 

disordinato, contiene due corte α-eliche, che rappresentano piccoli elementi strutturati. 

Esse sono associate a motivi idrofobici conservati e interagiscono con l’LBD, formando 

la base dell’interazione tra i domini N-terminale e C-terminale. Queste eliche si legano 

all’LBD, precisamente sul sito AF-2, una regione deputata al reclutamento di cofattori 

contenenti il motivo canonico LXXLL. Tuttavia, l’AF-2 dell’AR si distingue rispetto a 

quello di altri recettori nucleari per la sua capacità di riconoscere preferenzialmente 



26 
 

sequenze non canoniche, come motivi FXXLF e WXXLF, motivi presenti nel suo stesso 

N-terminale [71], che può quindi occupare il sito di attivazione AF-2, regolandone 

l’attività. Questa auto-inibizione viene superata quando i cofattori competono con 

successo per il legame ad AF-2. L’AR lega una sequenza consenso di sei nucleotidi 

(5’-AGAACA-3’) e un secondo esamero disposto come ripetizione invertita, la cui 

sequenza può variare. Esistono sequenze specifiche che sono riconosciute 

selettivamente da AR, chiamate ARE. È interessante ricordare che il DBD dell’AR ha 

la capacità di legare sequenze caratterizzate da ripetizioni invertite più degenerate 

rispetto agli altri membri della famiglia dei recettori steroidei. Il DBD dell’AR contiene 

due motivi a dita di zinco, in cui ciascuno coordina un catione Zn2+ tramite residui di 

cisteina. Il primo di questi domini contiene una sequenza denominata P-box, 

prossimale, che riconosce e lega una sequenza specifica di DNA a livello dell’ARE, 

mentre il secondo dominio a dita di zinco contiene la D-box, distale, che forma 

l’interfaccia di dimerizzazione tra due recettori, mediata da legami a idrogeno e forze 

elettrostatiche [72]. Recenti studi hanno evidenziato, mediante cristallografia a raggi 

X, che l’AR si lega come dimero in configurazione head-to-head, che rappresenta la 

modalità canonica di interazione con gli ARE [73]. È importante sottolineare che ci 

sono contatti specifici tra il DBD e gli ARE, e le differenze di tali interazioni hanno 

conseguenze funzionali. La regione a cerniera o hinge region è un corto tratto di residui 

amminoacidici che collega DBD e LBD. Quella dell’AR è risultata essere più lunga di 

circa 20 amminoacidi rispetto a quella di altri recettori nucleari, caratteristica che è 

stata associata ad una maggiore plasticità strutturale della proteina [74]. Questa 

regione è inoltre dotata di un segnale di localizzazione nucleare (NLS), che viene 

legato da una proteina importina per trasportare successivamente il recettore nel 

nucleo.  A livello strutturale, l’LBD è la regione più caratterizzata dell’AR. Esso presenta 

una struttura “a sandwich” costituita da tre strati di α-eliche, in particolare è formato da 

11 α-eliche e 4 foglietti β. La tasca di legame per il ligando è costituita principalmente 

dalle eliche 3, 7, 11 e 12, dove l’elica 12 agisce come un coperchio dopo il legame 

dell’androgeno. Le eliche 3, 4 e 12, inoltre, formano la superficie idrofobica di AF-2, 

coinvolta nel legame dei cofattori. È stata anche identificata una tasca idrofobica 

separata, BF3, che regola allostericamente il legame dei cofattori in questo sito [75]. 
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3.3 Meccanismo d’azione del recettore 

 A livello della proteina, il recettore androgenico può essere regolato da 

modificazioni post-traduzionali, tra cui sono incluse la fosforilazione, la metilazione, 

l’acetilazione, l’ubiquitinazione e la sumoilazione. Le fosforilazioni sono state osservate 

maggiormente sull’NTD, e diversi studi hanno rilevato che esse regolano la 

localizzazione, la stabilità e l’attività trascrizionale dell’AR. L’acetilazione e la 

metilazione, invece, avvengono soprattutto su residui della hinge region, e regolano 

rispettivamente l’attivazione ligando dipendente e la localizzazione nucleare. Anche 

l’ubiquitinazione a livello dell’LBD e la sumoilazione nell’NTD alterano l’attività 

trascrizionale e la stabilià [76]. Il legame di un androgeno all’AR regola lo spostamento 

del recettore dal citoplasma al nucleo. Quando l’AR non è legato da un ligando, 

chaperon e co-chaperon, che sono principalmente proteine facenti parte della famiglia 

delle heat shock proteins (Hsp23, Hsp40, Hsp56, Hsp70 e Hsp90), si associano al 

dominio LBD del recettore. Ad esse si associa anche la proteina p23, che stabilizza il 

complesso. Quest'ultimo è fondamentale perchè il recettore si stabilizzi in una 

conformazione adatta per il legame con il ligando e mantenga anche la sua solubilità 

nella cellula. Inoltre, il complesso contenente Hsp90 mantiene il recettore in uno stato 

trascrizionalmente inattivo, prevenendo la localizzazione nucleare, la dimerizzazione, 

il legame al DNA e l’interazione con co-attivatori. L’androgeno principale circolante nel 

sangue è il testosterone ma, una volta entrato nelle cellule prostatiche, una buona 

parte di esso è convertita in DHT dalla 5α-reduttasi. Questa forma chimica è più 

potente in quanto stabilizza maggiormente l’AR e ha una più lenta dissociazione 

dall’LBD. Le strutture cristallografiche del legame tra androgeni e AR hanno 

evidenziato un pattern conservato di interazioni, in particolare legami a idrogeno, tra il 

ligando e specifici residui del sito di legame, talvolta mediati anche da molecole 

d'acqua. Alcune interazioni osservate nel complesso con testosterone non sono invece 

presenti nel complesso con DHT, suggerendo che queste possano contribuire alla 

stabilità del legame, ma senza essere completamente indispensabili. La maggiore 

affinità del DHT rispetto al testosterone sembra invece dipendere da differenze 

strutturali del ligando, in particolare alla saturazione del legame tra C4 e C5, che 

consente un orientamento più favorevole del gruppo chetonico e un’interazione più 

efficiente con il recettore. In entrambi i casi, il legame è ulteriormente stabilizzato da 

numerosi contatti idrofobici di tipo Van der Waals con le pareti della tasca di legame 
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[77]. L’attività trascrizionale del recettore androgenico dipende da una complessa rete 

di interazioni con coregolatori, pioneer factors ed elementi coinvolti nel rimodellamento 

della cromatina, che ne modulano la capacità di attivare o reprimere l’espressione 

genica. Infatti, perché la maggior parte dei siti diventino disponibili per il legame 

dell’AR, la cromatina deve prima essere “aperta”, questo avviene grazie al legame dei 

“pioneer factors” (PF). Diversi studi hanno individuato il ruolo centrale di FOXA1 come 

PF, che lega la cromatina condensata e la apre, in modo da permettere il legame dei 

successivi fattori di trascrizione [81]. Questa capacità delle proteine FOXA è data dalla 

loro somiglianza strutturale agli istoni linker, che permette loro di inserirsi tra i 

nucleosomi nella cromatina condensata e di promuovere un’apertura locale della 

struttura cromatinica. Un altro PF importante e molto caratterizzato è GATA2, il quale 

aumenta l’accessibilità ai siti di legame per l’AR. A differenza di FOXA1, la famiglia 

delle proteine GATA necessita dell’azione di altre proteine rimodellanti, come il 

complesso SWI/SNF, per alterare l’accessibilità [82]. Infine, ricordiamo anche 

HOXB13, un membro della famiglia delle proteine HOX, il quale sembra avere 

un’attività come PF, in virtù della sua capacità di legarsi preferenzialmente al DNA 

metilato, tipicamente associato a regioni di eterocromatina, caratteristica che 

suggerisce un potenziale ruolo nella modulazione dell’accessibilità cromatinica. Il 

legame degli androgeni porta ad un cambiamento conformazionale dell’AR, con 

distacco delle HSPs, esposizione dell’NLS e promozione della traslocazione verso il 

nucleo, supportata da interazioni dirette con la proteina adattatrice importina-α e la 

proteina trasportatrice importina-β, che portano al transito attraverso il complesso del 

poro nucleare [78]. Nel nucleo, l’AR si lega sotto forma di dimero, attraverso i domini 

DBD, agli ARE (Figura 5). Molti co-regolatori si legano a questo dimero, governando il 

programma trascrizionale dell’AR. È importante ricordare che la tipica sequenza degli 

ARE è costituita da due esameri asimmetrici, separati da uno spacer di tre nucleotidi. 

Tuttavia, i dati ottenuti in condizioni fisiologiche indicano che solo una minoranza, circa 

l’8-30% dei siti di legame per l’AR contiene un ARE canonico, mentre la maggior parte 

contiene motivi parziali, il cui ruolo funzionale rimane controverso. 
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Figura 5: Asse di segnalazione del recettore androgenico [94] 

 

 

A differenza degli altri recettori steroidei, nel recettore degli androgeni l’attività 

trascrizionale è mediata principalmente da AF-1 nell’NTD, mentre AF-2 mostra una 

ridotta capacità di reclutare co-attivatori e sembra svolgere un ruolo più di piattaforma 

per l’ingaggio e l’organizzazione di questi verso la regione N-terminale. Questo implica 

un meccanismo di regolazione dell’espressione genica basato su interazioni e 

comunicazioni intra-dominio, che rappresenta una caratteristica distintiva del recettore 

degli androgeni rispetto agli altri membri della famiglia dei recettori nucleari [79]. Una 

volta legato alla cromatina, l’AR forma un complesso con diversi coregolatori per 

attivare gli enhancers e alterare l’espressione di geni bersaglio. Questo processo 

coinvolge diverse proteine, inclusi coattivatori come CBP/p300 e SRC-1 [83], enzimi 

che modificano la cromatina e che ne alterano l’accessibilità, e proteine che 

stabilizzano il legame di AR. Il recettore degli androgeni interagisce con MED1 e altri 

membri del complesso Mediator, contribuendo a stabilizzare le interazioni tra enhancer 

e promotori, e facilitando l’attivazione trascrizionale. Oltre a queste proteine 

coregolatrici, ci sono anche dei long non-coding RNAs e degli RNA enhancer, i quali 

impattano sulla trascrizione genica mediata da AR. Sebbene ancora oggetto di ricerca, 

alcune specie di RNA non codificante sembrano in grado di reclutare complessi proteici 

nei siti di trascrizione [84]. Per quanto riguarda la downregulation mediata dall’AR, 

essa può avvenire sia tramite meccanismi di repressione diretta, mediante il 
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reclutamento di corepressori, sia tramite meccanismi indiretti di “squelching”, in cui il 

recettore sequestra coattivatori, limitando la loro disponibilità per altri geni. Nella 

repressione diretta, l’AR interagisce con corepressori come SMRT e NcoR, i quali 

reclutano istone deacetilasi come HDAC4. L’attività di questi enzimi determina la 

rimozione del gruppo acetile dagli istoni, promuovendo la compattazione della 

cromatina e conseguente repressione della trascrizione genica [85]. Gli androgen 

response elements (ARE) rappresentano un tipo specifico di tra gli elementi regolatori 

denominati CREs o enhancer cis-regulatory elements, localizzati in regioni di 

eucromatina. Tali elementi sono caratterizzati da specifiche modificazioni istoniche, 

indicative di uno stato trascrizionalmente attivo o permissivo. Gli enhancer 

rappresentano piattaforme altamente dinamiche, occupate da molteplici fattori di 

trascrizione, RNA polimerasi II e coattivatori, tra cui complessi come CBP/p300, 

contribuendo alla regolazione fine dell’espressione dei geni bersaglio. Numerosi 

enhancer possono in realtà risultare attivi anche senza queste modificazioni 

specifiche, quindi queste correlazioni non sono assolute. Pertanto, risulta necessaria 

una caratterizzazione funzionale per comprendere il ruolo dei siti di legame del 

recettore degli androgeni nella regolazione trascrizionale [86]. Evidenze crescenti 

indicano che tali siti non agiscono in maniera isolata, ma cooperano tra loro, 

contribuendo congiuntamente all’attivazione dell’espressione genica. Terminata la 

fase attiva trascrizionale, in assenza del ligando, il recettore degli androgeni viene 

nuovamente esportato dal nucleo al citoplasma, ristabilendo lo stato inattivo del 

recettore. Questa fase è mediata da un segnale di esportazione nucleare (NES), la cui 

esposizione è regolata da cambiamenti conformazionali indotti dalla dissociazione del 

ligando [80]. 

 

3.4 Effetti cellulari mediati da AR 

 Nel complesso, il recettore androgenico agisce come regolatore trascrizionale, 

coordinando l’espressione di ampie reti geniche, coinvolte in molteplici processi 

cellulari. Nell’organismo umano sono presenti una serie di geni i cui livelli di 

espressione sono significativamente alterati dagli androgeni, noti come geni responsivi 

agli androgeni o regolati dagli androgeni. I prodotti di questi geni sono essenziali, ad 

esempio, nei processi biologici responsabili dello sviluppo, funzione e disturbi 

prostatici. Per decenni sono stati identificati pochissimi geni androgeno-responsivi, 
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limitati principalmente a KLK3, KLK2 e NKX3-1. L’avvento di nuove tecnologie ha 

permesso di analizzare l’espressione di migliaia di geni contemporaneamente. Questo 

tipo di analisi, svolta sulle cellule LNCaP, una linea cellulare dell’adenocarcinoma 

prostatico umano, ha rivelato più di 500 geni differentemente regolati dagli androgeni 

[87]. Da ulteriori studi è stato scoperto che circa 300 geni erano up-regolati, mentre 

altri 300 down-regolati. A livello funzionale, è stato rilevato che la maggior parte di 

questi geni è coinvolta nella regolazione della trascrizione, nel metabolismo 

energetico, nella proliferazione e nella differenziazione cellulare. Anche molti geni che 

regolano il ciclo cellulare, la traduzione del segnale e il traffico proteico cellulare sono 

indotti dagli androgeni, cosa che dimostra il ruolo di questi ultimi nel promuovere la 

sopravvivenza e la crescita delle cellule epiteliali prostatiche. Inoltre, diversi geni 

regolati dagli androgeni sono coinvolti nella produzione di liquido seminale. È stato 

evidenziato anche come la protein-chinasi 2 calcio/calmodulina-dipendente (CAMKK2) 

risulti iperespressa nel carcinoma prostatico e rappresenti un importante effettore del 

segnale mediato dal recettore degli androgeni, contribuendo alla regolazione del 

metabolismo anabolico, della proliferazione e della capacità invasiva delle cellule 

tumorali [88]. Queste evidenze suggeriscono che il signalling androgenico rappresenti 

un elemento chiave nell’innesco e nella progressione del carcinoma prostatico. Di 

conseguenza, la comprensione dei geni e delle vie regolate dagli androgeni costituisce 

un punto di partenza importante per l’identificazione di nuovi biomarcatori e target 

terapeutici. In generale, possiamo dire che una quota rilevante dei geni indotti dagli 

androgeni è coinvolta in processi quali la sintesi, la modificazione e secrezione 

proteica, il controllo del ciclo cellulare, il metabolismo e le vie biosintetiche. Infine, il 

recettore degli androgeni regola l’espressione di numerosi fattori di trascrizione, tra cui 

GATA2, HOXB13 e NKX3.1, evidenziando il suo ruolo centrale nel coordinare reti 

trascrizionali complesse. Sebbene la maggior parte degli studi sul signalling dell’AR e 

sulla regolazione genomica si sia concentrata sui geni indotti dagli androgeni, le analisi 

mediante microarray hanno costantemente evidenziato anche l’esistenza di geni la cui 

espressione è spenta dagli androgeni. Il numero di studi dedicati ai geni downregolati 

rimane limitato, tra questi geni sono inclusi c-MET, SOX2 e DDC. Anche lo stesso 

recettore androgenico può subire una downregolazione da parte degli androgeni, 

come osservato nelle cellule VCaP [92]. È stato infatti individuato un sito di legame 

dell’AR all’interno della regione intragenica del gene dello stesso AR. Il legame del 
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recettore a tale sito determina una limitazione della propria espressione, attraverso il 

reclutamento di LSD1 e la demetilazione degli istoni H3K4me1 e H3K4me2. L’effetto 

downregolatorio è mediato dal legame del recettore agli ARE, ed è facilitato da 

meccanismi di rimodellamento della cromatina, in particolare attraverso l’azione della 

proteina EZH2, che coopera con il recettore androgenico nella regolazione 

trascrizionale dei geni bersaglio. Diverse analisi riguardanti l’espressione genica in 

cellule di carcinoma prostatico trattate con androgeni hanno permesso di identificare 

numerosi geni significativamente downregolati dall’AR [93]. Tali geni svolgono funzioni 

cellulari rilevanti e la loro mancata espressione può rappresentare un elemento chiave 

nella fisiologia prostatica e nella patogenesi del carcinoma prostatico, costituendo 

potenziali biomarcatori e target terapeutici. Oltre agli effetti a livello prostatico, gli 

androgeni svolgono un ruolo rilevante anche in altri tessuti, ad esempio nella 

protezione da stimoli dannosi e nella regolazione di diverse funzioni del sistema 

nervoso centrale, inclusa l’attività dei circuiti neuronali. Tuttavia, a causa 

dell’interazione tra diversi ormoni steroidei e delle numerose connessioni tra le vie di 

segnalazione, risulta complesso definire effetti esclusivamente androgeno-dipendenti. 

Il recettore androgenico è espresso in diverse regioni del sistema nervoso, tra cui il 

midollo spinale e l’ipotalamo [90], e presenta differenze di distribuzione tra i sessi. In 

particolare, è stato osservato che il numero di neuroni androgeno-sensibili è 

generalmente inferiore nelle femmine rispetto ai maschi in specifiche aree cerebrali. 

Oltre al sistema nervoso, il recettore androgenico è espresso anche nel tessuto osseo, 

sia negli osteoblasti e sia negli osteoclasti, dove contribuisce alla regolazione del 

rimodellamento osseo. In questo contesto, l’azione degli androgeni è strettamente 

interconnessa con quella degli estrogeni, rendendo difficile isolare il contributo 

specifico dei singoli ormoni. È stato però dimostrato che l’attivazione dell’AR svolge un 

ruolo importante nella prevenzione della perdita ossea, in particolare in situazioni di 

carenza estrogenica, come nella post-menopausa. Nel muscolo scheletrico, gli steroidi 

anabolizzanti androgeni esercitano i loro effetti promuovendo la sintesi proteica 

attraverso l'attivazione del recettore androgenico e la modulazione di diverse vie di 

segnalazione intracellulari. Tra queste spiccano i pathways Wnt e Notch, che svolgono 

un ruolo centrale nella regolazione dei processi miogenici, inclusi proliferazione, 

differenziazione e mantenimento dell'omeostasi cellulare. In particolare, l'attivazione di 

tali pathway contribuisce all'induzione di geni chiave per la crescita muscolare, come 
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MyoD e il fattore di crescita insulino-simile, IGF-1, che attiva a sua volta la via di 

segnalazione PI3K/Akt [91], favorendo l’ipertrofia muscolare. L'interazione tra gli 

androgeni e queste vie di segnalazione rappresenta un meccanismo fondamentale alla 

base degli effetti anabolici. Alcuni steroidi anabolizzanti, inoltre, come il nandrolone, 

sono in grado di modulare specifici pathway intracellulari, tra cui il sistema 

calcineurina-NFAT, contribuendo alla crescita cellulare e alla protezione dall’atrofia 

muscolare. L’ampia distribuzione tissutale dell’AR è ulteriormente confermata dalla sua 

presenza in numerosi altri tipi cellulari, tra cui le cellule muscolari lisce, macrofagi, 

cellule endoteliali e fibre cardiache, suggerendo un ampio ruolo funzionale degli 

androgeni nell’organismo. Oltre a regolare l’espressione dei geni bersaglio, il recettore 

degli androgeni può influenzare eventi di splicing alternativo dell’mRNA. Inoltre, lo 

stesso AR è soggetto a splicing alternativo, generando varianti recettoriali con 

proprietà funzionali distinte [89]. Alcune di queste isoforme risultano sovraespresse 

nelle forme più aggressive di carcinoma prostatico e sono state associate allo sviluppo 

della resistenza alla terapia di deprivazione androgenica. 

 

3.5 L’interazione tra AAS e AR 

 Nonostante il meccanismo d’azione molecolare degli steroidi anabolizzanti 

androgeni sia sostanzialmente sovrapponibile a quello degli androgeni endogeni, 

l’esposizione a concentrazioni sovrafisiologiche e prolungate può determinare una 

stimolazione persistente del recettore androgenico e delle relative vie di segnalazione 

intracellulari. Questo effetto dipende molto dalle proprietà farmacocinetiche dei diversi 

composti, tra cui emivita e stabilità metabolica, che influenzano l’intensità e la durata 

del signalling androgenico nei tessuti bersaglio. È molto importante considerare il 

fattore dell’affinità di legame degli AAS all’AR, in quanto tale parametro può aiutare a 

chiarire le differenze funzionali tra i vari composti. Non è semplice prevedere il 

comportamento di uno steroide solo osservando la sua struttura, in quanto anche 

piccole modifiche possono modificare in modo significativo l’affinità e l’attività biologica 

[95]. Gli steroidi anabolizzanti, infatti, presentano differenti affinità di legame per il 

recettore androgenico. Uno studio del 1984 condotto da Saartok ha effettuato una 

comparazione dell’affinità relativa di diversi composti androgenici rispetto al 

methyltrienolone, usato come riferimento per la sua elevata capacità di legame al 

recettore. È stato dimostrato come il grado di legame fisico al recettore androgenico 
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non correli sempre con la potenza dell’attività anabolizzante. Infatti, tra i composti 

analizzati, quelli che presentavano maggior affinità erano nandrolone, methenolone, 

testosterone e mesterolone, mentre altri steroidi come fluoxymesterone, 

methandienone e stanozolo hanno mostrato una capacità di legame nettamente 

inferiore. In altri ancora, come l’oxymetholone e l’ethyestrenol, l’affinità risultava troppo 

bassa per essere determinata con precisione. Si è anche evidenziato che androgeni 

strutturalmente differenti sono in grado di indurre diversi profili di espressione genica 

mediati dall’AR. È stato condotto uno studio [96] che comprendeva tre AAS, ovvero 

nandrolone, oxandrolone e stanozolo, insieme a tre “androgeni virilizzanti”, 

testosterone, DHT e methyltrienolone, e due precursori del testosterone, il DHEA e 

l’androstenedione. Tutti questi steroidi hanno mostrato una potente attività agonista 

nei confronti del recettore androgenico, ma portando ad effetti differenti. In particolare, 

gli AAS e i precursori androgenici hanno mostrato profili di attivazione dei promoter 

distinti rispetto agli androgeni maggiormente virilizzanti. Queste differenze sembrano 

dipendere dalla conformazione specifica del recettore androgenico che il ligando 

induce, la quale influenza l’interazione del complesso tra l’ormone e il recettore con 

coregolatori e fattori di trascrizione. Inoltre, la capacità di transattivazione dell’AR è 

influenzata anche dalla struttura degli ARE presenti nel DNA. Tali evidenze hanno 

portato ad ipotizzare una possibile dissociazione, almeno parziale, tra gli effetti 

androgenici e quelli anabolizzanti. La risposta mediata dal recettore androgenico, 

infatti, risulta altamente tessuto-specifica. La tissue selectivity degli androgeni e degli 

AAS non dipende esclusivamente dalla conformazione del recettore che il ligando 

induce, ma anche da fattori locali, come l’espressione tessuto-specifica di alcuni 

coregolatori trascrizionali [97] o degli enzimi coinvolti nel metabolismo degli androgeni, 

come la 5α-reduttasi [98]. In particolare, nei tessuti androgeno-sensibili, come la 

prostata o la cute, la conversione del testosterone in DHT amplifica significativamente 

il segnale androgenico, mentre in tessuti anabolici, come il muscolo scheletrico, questo 

meccanismo risulta meno rilevante. 

 

 

 



35 
 

4. Regolazione molecolare dell’asse ipotalamo-ipofisi-

gonadi 

4.1 Generalità 

 L’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi (HPG) è un sistema neuroendocrino cruciale, 

responsabile della regolazione delle funzioni riproduttive e della produzione di ormoni 

sessuali. Esso è costituito da tre componenti principali, ognuno dei quali ha un ruolo 

fondamentale nel funzionamento di questo asse: l’ipotalamo, l’ipofisi anteriore e le 

gonadi, rappresentate dai testicoli negli uomini e nelle ovaie per le donne. Il primo 

centro di controllo dell’asse HPG è l’ipotalamo, nel quale sono presenti, principalmente 

nell’area preottica, dei neuroni specializzati nella sintesi e secrezione di GnRH, che 

rilasciano questo ormone nel flusso sanguigno, sotto stimolazione da parte della 

kisspeptina. Il GnRH, a sua volta, agisce a livello dell’ipofisi anteriore, più nello 

specifico sulle cellule gonadotrope, regolando così la sintesi di due importanti 

gonadotropine: FSH ed LH. Esse sono essenziali per il funzionamento delle gonadi e, 

di conseguenza, per la produzione di ormoni sessuali. In particolare, l’FSH esercita la 

sua azione sulle gonadi e nelle donne stimola lo sviluppo e la maturazione follicolare, 

mentre negli uomini, agendo sulle cellule del Sertoli, stimola la spermatogenesi. L’LH, 

invece, scatena l’ovulazione nelle donne e la produzione di testosterone negli uomini. 

Il rilascio pulsatile di GnRH da parte dell’ipotalamo regola finemente la produzione di 

queste gonadotropine [99]. È importante anche sottolineare che la responsività al 

GnRH è notevolmente influenzata dalla densità dei recettori specifici per questo 

ormone presenti a livello ipofisario. Le cellule del Sertoli producono inoltre activina e 

inibina, che esercitano rispettivamente effetti stimolatori e inibitori sulla secrezione di 

FSH, e possono contribuire alla modulazione della sensibilità delle cellule gonadotrope 

al GnRH.  Successivamente le gonadi, rappresentate dai testicoli negli uomini e dalle 

ovaie nelle donne, sono responsabili della produzione di ormoni sessuali. Negli uomini, 

sotto l’influenza dell’LH, le cellule di Leydig dei testicoli producono principalmente 

testosterone, il quale rappresenta il principale ormone sessuale maschile, e in misura 

minore estradiolo. Il testosterone è fondamentale per lo sviluppo di caratteristiche 

sessuali secondarie, come la profondità vocale o la crescita dei peli del viso, per la 

regolazione del desiderio sessuale e per la funzione riproduttiva. Nelle donne invece, 

in risposta alle gonadotropine, le ovaie producono estrogeni e progesterone. Questi 
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ormoni sono responsabili della regolazione del ciclo mestruale, della promozione di 

caratteristiche sessuali secondarie e del mantenimento della gravidanza. L’attività 

dell’asse HPG è regolata da un sistema di feedback. Infatti, gli ormoni sessuali prodotti 

dalle gonadi esercitano un feedback negativo sull’ipotalamo e sull’ipofisi, regolando 

così la loro stessa produzione. Quando i livelli di ormoni sono bassi, aumenta il rilascio 

di GnRH da parte dell’ipotalamo, che stimola l’ipofisi a produrre le gonadotropine FSH 

ed LH. A loro volta, esse agiscono sulle gonadi e promuovono il rilascio di ormoni 

sessuali. Quando la concentrazione di questi ormoni aumenta però, porta ad una 

soppressione del rilascio di GnRH dall’ipotalamo e, di conseguenza, della secrezione 

di FSH ed LH dall’ipofisi, determinando così il mantenimento del bilancio ormonale 

(figura 6).  

 

 

Figura 6: Diagramma schematico dell’asse ipotalamo-ipofisi-gonadi e dei fattori coinvolti nella sua 
regolazione [100] 

La presenza di interruzioni nell’asse HPG può portare a diversi disordini riproduttivi, 

come irregolarità mestruali, sbilanci ormonali ed infertilità [101]. Ad esempio, la 
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deficienza di GnRH porta ad una condizione che prende il nome di “ipogonadismo 

ipogonadotropo”. Alterazioni in questo asse, inoltre, possono ripercuotersi anche su 

diversi altri sistemi, in quanto gli ormoni sessuali sono importanti in numerosi processi 

fisiologici che vanno al di là della riproduzione, come la salute ossea, la funzionalità 

cardiovascolare e la regolazione dell’umore. Diversi studi hanno dimostrato che il 

rilascio di GnRH è caratterizzato da una natura pulsatile. È inoltre sincronizzato con il 

rilascio di LH, anch’esso pulsatile [102]. Questa modalità di secrezione del GnRH è 

fondamentale per la produzione di gonadotropine e per la loro attività. Uno studio di 

Belchetz et al. [103] ha infatti dimostrato come, in femmine di macaco Rhesus con 

lesioni ipotalamiche, quindi prive del rilascio endogeno di GnRH, venivano mantenute 

concentrazioni normali di gonadotropine circolanti solo quando il GnRH veniva 

somministrato in maniera pulsatile. Paradossalmente invece, quando era 

somministrato in modo continuativo, il rilascio di gonadotropine risultava soppresso. 

Questo effetto paradosso è dato dal fatto che agonisti del GnRH a lunga durata, come 

la triptorelina, portano ad una riduzione dell’mRNA del recettore del GnRH, della 

subunità β dell’LH e della subunità β dell’FSH [104]. Questo tipo di somministrazione 

continua viene quindi utilizzato in situazioni in cui è desiderabile ridurre i livelli di 

gonadotropine e steroidi sessuali, come nell’endometriosi o nel carcinoma prostatico. 

Invece, nei pazienti con anovulazione ipogonadotropa vengono spesso usati regimi di 

somministrazione pulsatile del GnRH mediante pompe computerizzate, che rilasciano 

un impulso di GnRH ogni 60-120 minuti. Risulta infatti importante identificare il circuito 

neuronale che guida il rilascio pulsatile di GnRH, il cosiddetto “GnRH pulse generator”, 

in modo da migliorare gli approcci terapeutici e ottimizzare le tecnologie. Dopo diversi 

studi, condotti principalmente su animali, si sono ottenute evidenze sul fatto che i 

neuroni GnRH siano localizzati prevalentemente nell’area preottica, e proiettino le 

proprie terminazioni verso l’eminenza mediana. Pertanto, si ritiene che la secrezione 

pulsatile di GnRH venga generata attraverso l’azione di neuroni regolatori presenti 

nell’ipotalamo mediobasale, in particolare nel nucleo arcuato. Numerose evidenze 

raccolte negli ultimi decenni, inoltre, hanno dimostrato l’importanza dei neuroni KNDy, 

i quali esprimono kisspeptina, dinorfina A e neurochinina B. Tali neuroni sono oggi 

considerati come il principale network responsabile della generazione pulsatile del 

GnRH nei mammiferi e, grazie a prove ottenute in tempi recenti, il loro coinvolgimento 

diretto in questo meccanismo è stato ulteriormente confermato. 
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4.2 Gonadotropin-Releasing Hormone 

 Uno dei principali fattori che controllano l’asse HPG è il Gonadotropin-Releasing 

Hormone (GnRH), ovvero l’ormone di rilascio delle gonadotropine. Esso è un 

neurormone decapeptidico, prodotto nell’ipotalamo e rilasciato in maniera pulsatile nel 

sistema portale ipofisario. L’attivazione di specifici recettori per il GnRH (GnRHR), 

presenti sulla superficie delle cellule gonadotrope, attiva cascate di trasduzione del 

segnale, per stimolare la sintesi e la secrezione delle gonadotropine ipofisarie FSH ed 

LH, le quali a loro volta controllano la steroidogenesi gonadica, la proliferazione 

cellulare e la gametogenesi, agendo direttamente sulle gonadi. Sono infatti essenziali 

per la normale maturazione sessuale e la salute riproduttiva. Nel corso dell’evoluzione 

sono state identificate tre varianti di GnRH. Nell’uomo il principale regolatore dell’asse 

HPG è GnRH1, il cui gene codificante è presente sul cromosoma 8 ed è formato da 4 

esoni. Anche GnRH2 è presente nella specie umana ed è formato da una sequenza 

amminoacidica molto simile a GnRH1, circa per il 70%, sebbene il suo ruolo fisiologico 

risulti meno definito. GnRH3, invece, è principalmente espresso in specie non 

mammifere [105]. A differenza di GnRH1, che vede un’espressione diffusa, GnRH2 

appare concentrato in specifici nuclei come quello sopraottico, soprachiasmatico o 

paraventricolare, oltre che nell’ipotalamo medio-basale. Inoltre, GnRH2 è espresso in 

diversi tessuti periferici, in particolare tessuti del sistema riproduttivo femminile come 

endometrio, ovaio e placenta. Numerosi studi hanno evidenziato il ruolo centrale di 

diversi fattori di trascrizione nella regolazione dell’espressione del gene GnRH1. In 

particolare, Oct1 e altre proteine appartenenti alla famiglia dei fattori di trascrizione 

POU-homeodomain sono in grado di legare regioni che agiscono come promotori o 

enhancer del gene GnRH1, aumentandone così l’attività trascrizionale [106]. Gli 

androgeni possono inibire l’attività del promotore di questo gene attraverso il recettore 

androgenico. Ci sono ulteriori fattori, come Msx1 e Dlx2, appartenenti alla famiglia dei 

fattori di trascrizione homeodomain non-Hox che si legano a specifiche sequenze 

consenso del DNA e modulano l’attività trascrizionale del gene; in particolare Msx1 

agisce principalmente come repressore, mentre Dlx2 come attivatore. Esistono 

numerosi cofattori che cooperano con i fattori di trascrizione nella regolazione del gene 

GnRH1. Tra questi ricordiamo ad esempio la famiglia di corepressori GRG, che 

interagisce con Oct1 e Msx1, o altri fattori tra cui Pbx1, Prep1, Otx2 e GATA-4, che 

contribuiscono alla regolazione del gene legando regioni promotrici ed enhancer e 
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favorendo l’attività trascrizionale. In particolare, GATA-4 si lega a specifici motivi 

consenso, denominati GATA-A e GATA-B presenti nella regione enhancer del gene. Ci 

sono, inoltre, meccanismi di regolazione che coinvolgono modificazioni epigenetiche, 

come l’azione delle proteine istone deacetilasi [107], e vie di segnalazione intracellulari 

come quella della protein chinasi C (PKC). Quest’ultima agisce come repressore di 

numerosi fattori trascrizionali tramite la fosforilazione, riducendone quindi l’effetto 

positivo sulla trascrizione di GnRH1. Anche altre proteine come Fos e Jun possono 

agire come repressori. In particolare, l’aumento dell’espressione dei geni c-Fos e c-

Jun è associato ad una riduzione dei livelli dell’mRNA di GnRH1. Infatti, Fos e CREB 

possono reprimere l’attività del promotore del gene GnRH1, mentre Fos e Jun 

interagiscono con il complesso AP1 nella regione promotrice prossimale, riducendo 

sintesi e secrezione di GnRH1. Anche la neurochinina B (NKB), regolatore importante 

dei neuroni KNDy, sembra essere coinvolta in questi meccanismi. Infatti, sue mutazioni 

o del suo recettore sono associate a ipogonadismo ipogonadotropo, suggerendo un 

ruolo positivo di NKB sulla secrezione di GnRH. Dagli esperimenti, però, sono stati 

ottenuti risultati contrastanti [108] per quanto riguarda l’influenza di NKB e del suo 

recettore sulla trascrizione di GnRH1, che sembra dipendere dalla durata 

dell’esposizione. Come abbiamo già precisato precedentemente, il rilascio pulsatile del 

GnRH è fondamentale per mantenere la spermatogenesi e la steroidogenesi. Sono 

stati fatti diversi studi su questo, i quali hanno rivelato che il meccanismo 

neurobiologico della modalità pulsatile funziona in concomitanza con il neuropeptide 

kisspeptina e il suo recettore [109]. I neuroni Kiss1, che producono kisspeptina, sono 

presenti soprattutto nella regione dell’ipotalamo mediobasale, in particolare a livello 

del nucleo arcuato nei roditori e nel nucleo infundibolare nei primati, tra cui gli umani. 

Essi producono le kisspeptine, una famiglia di neuropeptidi che agiscono come potenti 

stimolatori della secrezione di GnRH, grazie al legame con il loro recettore Gpr54, che 

è accoppiato a proteine G [110]. A livello neuroanatomico, i neuroni Kiss1 sono 

organizzati in differenti popolazioni neurali, che hanno ruoli fondamentali nel controllo 

dell’asse riproduttivo: nei roditori la popolazione dell’area anteroventrale 

periventricolare è responsabile per la generazione dell’impennata preovulatoria 

dell’LH, mentre la popolazione del nucleo arcuato, corrispondente al nucleo 

infundibolare nell’uomo, è fondamentale per la secrezione pulsatile di GnRH. Ci sono 

anche diversi altri neuropeptidi che sembrano avere un’influenza su GnRH. Nel nucleo 
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arcuato, ad esempio, sono presenti neuroni POMC e NPY/AgRP, che regolano 

l’omeostasi energetica e paiono avere effetto sui neuroni GnRH. In particolare, le 

evidenze disponibili dimostrano che i prodotti dei neuroni POMC tendono a stimolare 

l’attività dei neuroni GnRH [112], mentre l’attivazione dei neuroni NPY/AgRP è 

associata ad una riduzione dei pulse di LH [111], suggerendo un effetto inibitorio su 

GnRH. Tuttavia, la precisa organizzazione di questi circuiti resta ancora da chiarire. 

Anche i peptidi RF-amide, in particolare RFRP-3, hanno un ruolo importante, 

rappresentando dei mediatori che portano all’inibizione dell’asse riproduttivo durante 

condizioni di deficit energetico. Infatti, i neuroni GnRH esprimono il recettore NPFFR1 

[114], recettore attraverso cui questi peptidi possono agire. È stato anche dimostrato 

che RFRP-3 induce direttamente il firing dei neuroni GnRH tramite un’azione post-

sinaptica [113]. Esistono anche altri neuropeptidi che sembrano partecipare al controllo 

metabolico dei neuroni GnRH, ma la loro rilevanza è ancora oggetto di studio. Tra essi 

abbiamo la spexina [115], la quale potrebbe agire sul GnRH indirettamente, tramite 

riduzione di NPY/AgRP. IGF-1, invece, sembra aumentare l’attività di GnRH [116]. 

Anche GLP1 esercita effetti stimolatori sull’asse riproduttivo, aumentando l’attività dei 

neuroni GnRH mediante meccanismi sia pre che post-sinaptici [117]. Ulteriori 

neuropeptidi sono l’irisina, FGF21 o il neuropeptide N/OFQ. Oltre ai neuropeptidi, 

anche diversi sensori intracellulari sembrano contribuire alla regolazione metabolica 

dei neuroni GnRH. Tra essi, abbiamo AMPK [118], che media gli effetti inibitori del 

deficit energetico su questi neuroni. Al contrario, mTOR viene attivato in condizioni di 

disponibilità energetica, e sembra favorire la funzione riproduttiva [119], probabilmente 

anche agendo sui neuroni Kiss1. Infine, GRK2 modula la sensibilità del recettore della 

kisspeptina nei neuroni GnRH, contribuendo alla trasmissione delle informazioni 

metaboliche sull’asse riproduttivo [120]. Il GnRH, una volta rilasciato, si lega al proprio 

recettore GnRHR, recettore accoppiato a proteine G e presente sulla superficie delle 

cellule gonadotrope. Ha 7 domini transmembrana ed un dominio N-terminale 

extracellulare, è formato da 328 amminoacidi ed è codificato da un gene presente sul 

cromosoma 4, che si compone di tre esoni e due introni [121]. I 7 domini 

transmembrana (TM1-TM7) sono connessi tra loro da tre anse intracellulari (IL 1-3) e 

tre extracellulari (EL 1-3). Il dominio ammino-terminale è sul lato extracellulare, mentre 

quello carbossi-terminale è intracellulare. I domini transmembrana formano un core 

idrofobico, che permette al recettore di integrarsi nel doppio strato lipidico della 
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membrana cellulare. Specifici residui delle anse extracellulari formano il sito di legame 

per il ligando, che permette il legame del GnRH con un’alta specificità e il suo parziale 

inserimento nella parte transmembrana del recettore [122]. Le anse intracellulari, 

invece, sono coinvolte nel legame con la proteina G, grazie a specifici motivi. Il GRHR, 

a differenza degli altri GPCRs, non presenta una lunga coda carbossi-terminale, 

conferendo una desensibilizzazione recettoriale meno immediata, grazie ad un minor 

reclutamento delle β-arrestine. Nelle cellule gonadotrope ipofisarie, il legame del 

GnRH al suo recettore porta a cambiamenti strutturali nel recettore e nelle proteine G 

eterotrimetiche, le quali sono formate da tre subunità: Gα, di cui esistono diverse 

sottoclassi, Gβ, e Gγ. In queste cellule, il GnRHR è associato con la subunità Gαq/11 e 

Gαs [123]. Questi cambiamenti strutturali della proteina G portano ad un’alterazione 

dell’affinità del GDP e alla sua sostituzione con GTP. Ciò promuove il distacco della 

subunità Gα dalle altre due subunità. Iniziali studi hanno dimostrato che la subunità 

Gαq/11 scatena una serie di eventi di signaling a livello intracellulare, legandosi alla 

fosfolipasi Cβ (PLCβ). Successivamente è stato dimostrato che anche il dimero Gβγ 

può legare e attivare PLCβ. Inoltre, dopo stimolazione prolungata da parte del GnRH, 

anche altri fattori come la fosfolipasi A2 (PL A2) o la fosfolipasi D (PLD) possono essere 

stimolati da queste subunità [124]. PLCβ catalizza l’idrolisi enzimatica del fosfolipide 

di membrana PIP2, sintetizzando IP3 e diacilglicerolo (DAG). IP3 porta al rilascio di 

calcio (Ca2+) nel citosol, legando il suo recettore presente sulla membrana del reticolo 

endoplasmatico. Il Ca2+, insieme al DAG, causa l’attivazione della protein chinasi C 

(PKC) e quindi alla produzione di gonadotropine [125]. PLD, che viene attivata 

successivamente, determina l’idrolisi della fosfatidilcolina, generando PET e PA, 

risultando in una maggiore produzione di DAG. Da questo deriva una attivazione 

prolungata di PKC, le cui isoforme α e βII fosforilano PLD, aumentandone l’attività con 

un meccanismo di feedback positivo. PKC induce anche l’attivazione di altri fattori, tra 

cui Raf-1, Src e MAPKs, che fanno parte della cascata MAPK/ERK. La via MAPK porta 

alla fosforilazione di fattori di trascrizione come Elk-1, Egr-1, c-Fos e c-Jun, che hanno 

effetto positivo sull’espressione di geni delle gonadotropine, come quello della 

subunità α. In aggiunta, PLA2 produce acido arachidonico, convertito in leucotrieni 

dalle lipossigenasi. I leucotrieni sono a loro volta coinvolti nella produzione della 

subunità α delle gonadotropine, oltre che nell’espressione di PKCβ [126] (Figura 7). 
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Figura 7: Vie di trasduzione del segnale mediate da GnRHR [127] 

 

In sintesi, tutte le vie di signalling attivate dal legame del GnRH al suo recettore sono 

interconnesse e risultano nella produzione e secrezione di LH e FSH. In relazione alla 

differente frequenza pulsatile del GnRH, inoltre, vengono prodotte diverse subunità 

delle gonadotropine. Infatti, quando le cellule gonadotrope sono esposte ad una 

maggiore frequenza di GnRH, è indotta la produzione delle subunità α di LH ed FSH 

e della subunità β dell’LH mentre, quando la frequenza è più bassa, della subunità β 

dell’FSH [128]. 

 

4.3 Follicle-Stimulating Hormone 

 Sul promotore del gene Fshb, che codifica per la subunità β dell'ormone Follicle-

Stimulating Hormone (FSH), esiste una regione regolatoria responsiva al GnRH, la 

quale è altamente conservata nell’uomo. Essa contiene un elemento CRE/AP1, in 

grado di legare fattori di trascrizione attivati a valle della segnalazione del GnRH. La 

regolazione della trascrizione della subunità β è essenziale, in quanto rappresenta lo 

step limitante nella sintesi dell’ormone maturo. Infatti, la subunità α è condivisa con 

LH, TSH e hCG, ed è sempre prodotta in eccesso. L’espressione del gene Fshb è 

regolata anche da altri fattori, tra cui ricordiamo activina, inibina e follistatina. L’activina, 
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che appartiene alla famiglia di TGF-β, si lega a recettori serina/treonina chinasi sulle 

cellule gonadotrope, attivando principalmente la via di segnalazione delle proteine 

Smad e promuovendo così l’espressione del gene Fshb [130]. Al contrario, inibina e 

follistatina agiscono come antagonisti dell’activina [131]; l’inibina compete per il 

legame recettoriale, mentre la follistatina lega direttamente l’activina impedendo la sua 

interazione con il recettore e favorendone la degradazione. L’espressione della 

subunità α comune delle gonadotropine (α-GSU), invece, è regolata da specifici 

elementi presenti nel promotore del gene, tra cui il pituitary glycoprotein basal element 

(PGBE) e il GnRH response element (GnRH-RE). Il PGBE contiene siti di legame per 

i fattori di trascrizione della famiglia LIM-homebox, in particolare LHX3, la cui attività 

può essere modulata da cofattori quali LMO1, LMO3, LMO4 e CLIM1 [140]. Nel GnRH-

RE sono invece presenti siti di legame per fattori trascrizionali della famiglia Ets, che 

cooperano con Elk, fosforilato a valle della via ERK attivata da GnRH. Inoltre, IGF-1 

stimola la secrezione della subunità α e aumenta i livelli di mRNA della α-GSU nelle 

cellule ipofisarie [141]. Anche ATF3, rapidamente indotto da GnRH, contribuisce alla 

regolazioe trascrizionale di α-GSU. L’FSH è una glicoproteina eterodimerica prodotta 

dall’ipofisi, che comprende una subunità α e una subunità β specifica, che determina 

la specificità per il legame con il recettore. Il gene Fshb è localizzato sul cromosoma 

11 ed è composto da tre esoni [129]. La subunità β prodotta consiste in un peptide 

segnale di 18 aminoacidi e da una proteina matura di 111 aa. L’FSH o follitropina, gioca 

un ruolo centrale nella funzionalità gonadica e nella riproduzione, ed esercita la sua 

funzione legandosi al proprio recettore. Il gene del recettore dell’FSH (FSHR) è 

localizzato sul cromosoma 2 ed è formato da 10 esoni, di cui i primi nove codificano 

per il dominio ammino-terminale del recettore. FSHR appartiene alla famiglia dei 

recettori accoppiati a proteine G, in particolare alla sottofamiglia δ dei recettori della 

rodopsina [132], ed è formato da 695 amminoacidi. Esso contiene un largo dominio 

NH2-terminale extracellulare, dove avviene il riconoscimento e il legame del ligando. 

Questo dominio è strutturalmente legato, grazie alla regione cerniera, al dominio 

transmembrana, composto da 7 α-eliche, connesse da anse intra ed extracellulari. 

L’FSHR ha poi un dominio terminale COOH, che si trova a livello intracellulare e 

contiene importanti motivi funzionali (Figura 8). Questo recettore è espresso 

principalmente dalle gonadi: nei testicoli, è localizzato sulla superficie basolaterale 

delle cellule del Sertoli, dove promuove la crescita e la maturazione cellulare, e quindi 
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anche la spermatogenesi; nelle ovaie, è invece espresso nelle cellule della granulosa, 

e la sua stimolazione regola la crescita e la maturazione dei follicoli ovarici e la 

produzione estrogenica [133]. 

 

 

 
Figura 8: Rappresentazione schematica del recettore FSHR umano [134] 

 

 

Diversi studi hanno dimostrato che l’FSH si lega primariamente al dominio ammino-

terminale, mentre le anse 1 e 3, che sono proiezioni extracellulari del dominio 

transmembrana, rappresentano dei potenziali siti di legame secondari. Il legame 

dell’FSH induce un cambiamento conformazionale del recettore, in particolare a livello 

dei domini transmembrana 5 e 6, che causa la dissociazione della subunità Gα dalle 

subunità Gβγ della proteina G eterotrimerica. Successivamente, la subunità Gα si lega 

e attiva l’adenilato ciclasi, e questo porta ad un aumento dei livelli di cAMP. Ne 

consegue, quindi, l’attivazione della via cAMP-PKA, principale pathway di traduzione 

del segnale di FSHR. L’aumento di cAMP determina il rilascio della subunità catalitica 

della PKA, seguito dalla fosforilazione di numerosi enzimi e fattori regolatori. Questa 

via agisce anche su CREB, che attiva la trascrizione di geni FSH-dipendenti [135]. Il 

cAMP può oltretutto attivare i guanine nucleotide exchange factors (GEFs) e le 

proteine della famiglia Ras e attivare così la via metaboilica MAPK/ERK. Sebbene la 

via cAMP/PKA rappresenti il principale pathway di trasduzione del segnale di FSHR, 

l’attivazione del recettore può coinvolgere anche ulteriori cascate intraceullari. I GEFs, 

infatti, possono attivare la via di PI3-K, con conseguente attivazione di PKB/AKT. 
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Questa via è importante nella regolazione di diversi processi biologici come l’uptake 

del glucosio o la mitogenesi. L’FSH causa anche un incremento intracellulare di calcio, 

collegato anch’esso al cAMP. Concentrazioni elevate di calcio attivano la calmodulina, 

e a sua volta le CaM-chinasi dipendenti da essa, portando a diversi effetti, tra cui la 

fosforilazione di CREB. L’FSH induce inoltre la fosfolipasi A2 (PLA2), il rilascio di acido 

arachidonico (AA) e l’attivazione degli eicosanoidi [136]. Questi pathway attivano 

diversi fattori di trascrizione e quindi stimolano la trascrizione dei geni bersaglio 

dell’FSH. Di conseguenza, le cellule del Sertoli traducono il segnale dell’FSH nella 

produzione di fattori necessari per la differenziazione cellulare. Inoltre, l’FSHR può 

interagire, in modo fisico o funzionale, con altri recettori di membrana, diversificando 

così la sua azione. Ad esempio, si può associare con altri FSHR a formare omodimeri 

o omotrimeri, oppure può avvenire una eterodimerizzazione con recettori differenti, 

come quello per l’LH, associazione che sembra svolgere un ruolo importante nella 

regolazione della crescita follicolare ovarica [137]. Anche altre classi di recettori, come 

quelli tirosin-chinasici, possono modulare l’attività di FSHR. 

 

4.4 Luteinizing Hormone  

 L’attivazione di GnRHR da parte di GnRH induce principalmente le vie di 

segnalazione dipendenti da PKC e Ca²⁺, che portano all’attivazione di fattori 

trascrizionali coinvolti nell’espressione del gene LHB, tra cui abbiamo Egr1 o early 

growth response 1. Nella regione prossimale del promotore del gene LHB ci sono due 

siti di legame per Egr1, ognuno dei quali è seguito da due siti di legame per SF1 o 

nuclear receptor steroidogenic factor 1 [138]. Il fattore Elk-1, che è attivato tramite 

GnRH, è collegato con l’espressione del gene Egr1. Sue mutazioni, infatti, risultano in 

una mancata espressione di Egr1. Esiste anche un altro fattore, pituitary homeobox1 

o Ptx1 che contribuisce, insieme a SF1 ed Egr1, all’espressione del gene LHB. Egr1 

può interagire con Ptx1 ed SF1, incrementando così l’espressione del gene LHB e la 

sintesi di LH, ma è anche in grado, in misura minore, di stimolare da solo questa 

sintesi. Sul promotore del gene LHB sono anche presenti siti di legame per il fattore 

SP1 che, se mutati, riducono in modo marcato la sensibilità della risposta al GnRH. 

Abbiamo anche repressori di Egr1, tra cui ricordiamo le NGFI-A o Nerve growth factor-

induced gene A binding proteins 1 e 2, le quali sono indotte da una bassa frequenza 

degli impulsi di GnRH, che porta così ad una riduzione della sintesi di LH [139]. Infine, 
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anche i fattori della famiglia forkhead regolano l’espressione di LHB, nello specifico 

FOXP3 ha effetti positivi, mentre FOXO1 negativi (Figura 9). 

 

 
Figura 9: Regolazione della trascrizione dei geni delle subunità di LH [143] 

 

La subunità α è invece comune ad altre gonadotropine, tra cui FSH, quindi i 

meccanismi di regolazione della sua espressione risultano sostanzialmente 

sovrapponibili a quelli già descritti. L’LH è una glicoproteina dimerica, rilasciata in 

maniera pulsatile dall’ipofisi, ed è fondamentale per lo sviluppo e la riproduzione. 

Come già detto, l’LH è formato da una subunità β, specifica per il legame al recettore, 

ed una subunità α, condivisa con altre glicoproteine strutturalmente simili, che ha un 

ruolo prevalentemente strutturale. La molecola matura ha un peso molecolare di circa 

33 kDa ed è importante nella regolazione della steroidogenesi gonadica e nella 

modulazione dei segnali mitogenici ed anti-apoptotici. Nella donna, l’LH supporta la 

crescita follicolare, la maturazione ovocitaria, l’ovulazione e la luteinizzazione delle 

cellule della granulosa; Nell’uomo, invece, stimola principalmente la steroidogenesi 

testicolare a livello delle cellule di Leydig. L’LH agisce tramite il LH/choriogonadotropin 

receptor (LHCGR), che è comune per LH e hCG ed è espresso nelle gonadi [142]. Il 

gene che codifica per il recettore LHCGR appartiene alla famiglia dei GPCR, è 

presente sul cromosoma 2 ed è composto da 11 esoni e 10 introni.  Il recettore ha 7 

domini transmembrana, un largo dominio extracellulare N-terminale, una regione a 

cerniera e un corto dominio intracellulare. Il legame dell’ormone con il dominio 

extracellulare del recettore aziona un riarrangiamento conformazionale di tipo 

push/pull, che coinvolge la regione a cerniera e modifica l’organizzazione dei segmenti 

transmembrana [144], determinando l’attivazione di molteplici cascate di segnalazione 

intracellulari.  

LHCGR media l’incremento intracellulare di cAMP e Ca2+. Il cAMP è un secondo 

messaggero che induce l’attivazione di PKA e la fosforilazione di CREB, prima di 

essere degradato ad AMP dalle fosfodiesterasi. In diversi tipi di cellule, concentrazioni 
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elevate di cAMP sono state associate alla regolazione spaziale dei pathway coinvolti 

nella steroidogenesi, nella proliferazione cellulare e nei processi di sopravvivenza e 

apoptosi. CREB, una volta fosforilato, lega sequenze specifiche del DNA chiamate 

CRE, inducendo la trascrizione di geni coinvolti nella steroidogenesi. Tra essi ci sono 

steroidogenic acute regulatory protein (STAR/STARD1), fondamentale per il trasporto 

di colesterolo nei mitocondri, ed enzimi steroidogenici come CYP17A1, coinvolto nella 

biosintesi degli androgeni [145]. L’attivazione di PKA può portare anche alla 

fosforilazione di ERK1/2, che contribuisce alla modulazione della steroidogenesi, alla 

proliferazione cellulare e ai processi di sopravvivenza delle cellule. Inoltre, contribuisce 

alla regolazione del recettore LHCGR attraverso meccanismi di desensibilizzazione e 

internalizzazione mediati da chinasi GPCR e β-arrestine. Queste ultime, inoltre, 

possono anche attivare una seconda ondata di segnalazione ERK1/2, probabilmente 

coinvolta nel bilanciamento degli effetti cellulari mediati da LHCGR. Per quanto 

riguarda il Ca2+, il suo incremento deriva dall’accoppiamento del recettore con la 

proteina Gαq, che induce l’attivazione della fosfolipasi C (PLC) e poi la produzione di 

IP3 [60]. Gli ioni calcio modulano l’attività delle CaM-chinasi, coinvolte nella 

proliferazione cellulare e nel trasporto di colesterolo al mitocondrio, step limitante della 

steroidogenesi. Questa via richiede concentrazioni di hCG molto più alte rispetto alla 

classica via cAMP/PKA. Evidenze più recenti hanno dimostrato che LHCGR è in grado 

di attivare altri pathway intracellulari. Il dimero βγ della proteina G può portare ad 

un’attivazione indiretta di AKT, associata a sopravvivenza cellulare, proliferazione e 

modulazione della steroidogenesi, anche sostenendo l'espressione di STARD1 [146]. 

L'attivazione delle diverse vie di segnalazione dipende da molteplici fattori, tra cui la 

densità recettoriale, l’interazione con altri recettori di membrana e il coinvolgimento 

delle β-arrestine. 

 

4.5 Kisspeptina 

 Il gene KISS1, che codifica per le kisspeptine, fu identificato nel 1996, come 

gene soppressore delle metastasi nel melanoma maligno umano. È localizzato sul 

cromosoma 1q32 ed è composto da quattro esoni, di cui i primi due non sono tradotti. 

Il precursore che ne deriva è un peptide di 145 amminoacidi, successivamente 

processato fino ad avere un peptide di 54 amminoacidi, noto come kisspeptina-54, che 

poi può essere ulteriormente scisso in peptidi di 14, 13 e 10 amminoacidi. La proteina 
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e questi peptidi più corti appartengono tutti al gruppo dei peptidi RF-amide, e ci si 

riferisce ad essi collettivamente con il nome di kisspeptine [147]. Il promotore del gene 

contiene molte regioni ricche in GC, che sono siti di legame per la famiglia delle 

proteine Sp1: tra esse, Sp1 attiva la trascrizione, mentre Sp3 la reprime. Queste 

regioni partecipano anche alla regolazione estrogeno-dipendente dell’espressione 

della kisspeptina.  Nel 2001 la kisspeptina fu identificata come ligando per il orphan G-

protein coupled receptor 54 (GPR54), ora chiamato KISS1R, che è accoppiato a 

proteine G, in particolare Gq/11. KISS1R è codificato da un gene presente sul 

cromosoma 19, che include cinque esoni. La proteina matura è di 398 amminoacidi e 

ha sette domini transmembrana idrofobici [148]. KISS1R, nell’uomo, è presente nella 

corteccia cerebrale, talamo, cervelletto e nella regione ponto-bulbare, oltre che in 

diversi tessuti periferici, in particolare nelle ovaie. Dopo il legame della kisspeptina, 

avviene una dissociazione della proteina G in Gαq/11-GTP e Gβγ. Gαq/11 attiva la 

fosfolipasi C, la quale porta alla formazione di IP3 e DAG da PIP2. IP3 induce la 

mobilizzazione ed il rilascio di calcio, il cui incremento contribuisce agli effetti 

stimolatori della kisspeptina sulla secrezione ormonale. DAG, invece, attiva la PKC, 

che causa una cascata di fosforilazione e quindi l’attivazione della via MAPK/ERK e 

p38 [147]. I neuroni kisspeptinici rappresentano uno dei principali sistemi di 

regolazione della secrezione di GnRH. Tra essi, una delle sottopopolazioni più 

importanti è costituita dai neuroni KNDy, che sono ritenuti fondamentali nella 

generazione della secrezione pulsatile di GnRH [149]. Essi co-esprimono kisspeptina, 

neurochinina B, un neuropeptide stimolatorio facente parte delle tachichinine, e 

dinorfina, che è inibitoria e fa parte degli oppioidi endogeni. Nei roditori, tali neuroni 

sono presenti in particolare nel nucleo arcuato, mentre nell’uomo e nei primati nel 

nucleo infundibolare. Accanto ai neuroni KNDy, esistono anche popolazioni di neuroni 

prevalentemente kisspeptinici localizzate nell’area preottica (POA), particolarmente 

rilevanti nel feedback positivo esercitato dagli estrogeni e nella generazione del picco 

preovulatorio di LH. La kisspeptina agisce in modo diretto sui neuroni del GnRH, 

inducendone la depolarizzazione e aumentando l’attività elettrica ed il rilascio di GnRH. 

L’attività dei neuroni kisspeptinergici è fortemente modulata dagli steroidi sessuali, 

infatti estrogeni e progesterone modulano l’attività della kisspeptina a livello del nucleo 

infundibolare, tramite i recettori degli steroidi sessuali. In particolare, gli estrogeni 

esercitano azioni differenti a seconda della popolazione di neuroni kisspeptinergici su 



49 
 

cui agiscono: nel nucleo infundibolare esercitano prevalentemente un feedback 

negativo sui neuroni KNDy, riducendo l’espressione della kisspeptina e della 

neurochinina B, e potenziando l’azione inibitoria della dinorfina. Questo contribuisce 

alla soppressione fisiologica della secrezione pulsatile di GnRH e LH durante gran 

parte del ciclo mestruale. Al contrario, nei neuroni kisspeptinergici della regione 

preottica, elevati livelli di estradiolo determinano un marcato aumento del rilascio di 

GnRH e il conseguente picco preovulatorio di LH, responsabile dell’ovulazione [151]. 

Il progesterone, i cui livelli aumentano durante la fase luteale del ciclo ovarico, 

contribuisce alla modulazione della secrezione di LH, esercitando prevalentemente un 

effetto inibitorio sui neuroni KNDy. Studi condotti usando antagonisti del recettore del 

progesterone, hanno dimostrato che il blocco di tale recettore nei neuroni KNDy 

infundibolari aboliva l’effetto inibitorio del progesterone sulla secrezione di LH, effetto 

non osservato nei neuroni kisspeptinergici della POA [152]. Nei maschi, il numero dei 

neuroni kisspeptinergici presenti nella POA è inferiore rispetto alle femmine. Questo 

dimorfismo sessuale è stato ampiamente studiato nei roditori e sembra dipendere dagli 

effetti degli androgeni durante lo sviluppo neonatale. Inoltre, la maggior parte dei 

neuroni kisspeptinergici esprime sia il recettore per gli estrogeni che quello per gli 

androgeni [153]. Ciò suggerisce che il feedback negativo degli androgeni possa essere 

mediato sia direttamente tramite AR, sia indirettamente tramite l’aromatizzazione del 

testosterone in estradiolo. Il ruolo fisiologico della kisspeptina è stato dimostrato 

tramite studi condotti usando un suo antagonista, il quale ha portato ad un blocco del 

firing neuronale dei neuroni GnRH [150]. Inoltre, soggetti con mutazioni inattivanti di 

KISS1 o KISS1R, hanno mostrato ipogonadismo ipogonadotropo o ritardi nella 

pubertà. Si è visto anche che infusioni intravenose di peptidi kisspeptinici aumentano 

la frequenza pulsatile e l’ampiezza dell’LH, dimostrando un effetto anche su questo 

ormone. 

 

4.6 GABA  

 Il rilascio di GnRH è strettamente collegato all’attività dei neuroni GnRH, i quali 

sono regolati da diversi neurotrasmettitori, ormoni steroidei e fattori di crescita. Tra essi 

troviamo il GABA, il quale contribuisce alla regolazione della secrezione di GnRH e, di 

conseguenza, al controllo dell’intero asse HPG. I neuroni GnRH, infatti, esprimono sia 

recettori GABAA che GABAB, e ricevono così input GABAergici. I neuroni GABAergici, 
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a loro volta, esprimono recettori per gli estrogeni. Questo suggerisce che una parte 

degli effetti esercitati dagli estrogeni sull’asse riproduttivo possa essere mediata 

indirettamente dalla modulazione GABAergica sui neuroni GnRH. Inoltre, la 

regolazione GABAergica dei neuroni GnRH appare strettamente integrata con altri 

circuiti neuroendocrini, tra cui la kisspeptina che, oltre ad agire direttamente sui 

neuroni GnRH mediante il recettore KISS1R, può influenzarne l’attività anche 

indirettamente, tramite la modulazione delle afferenze GABAergiche [158]. Diversi 

studi, che hanno identificato le sinapsi GABAergiche mediante il marcatore vGAT, 

hanno mostrato che i contatti inibitori sono più numerosi sul dendrite iniziale dei 

neuroni GnRH piuttosto che sul corpo cellulare. Questo suggerisce che un singolo 

neurone GABAergico possa influenzare simultaneamente più dendriti di neuroni 

GnRH. Grazie ad osservazioni tramite microscopio elettronico si è infatti potuta 

evidenziare la presenza di dendriti raggruppati che ricevono input sinaptici comuni 

[154]. Questo tipo di organizzazione potrebbe inoltre contribuire alla sincronizzazione 

dell’attività di gruppi di neuroni GnRH, fondamentale per la secrezione pulsatile 

dell’ormone. I neuroni GnRH sono soggetti sia ad una trasmissione GABAergica 

fasica, mediata dalle classiche sinapsi, sia a una modulazione tonica sostenuta 

dall'attivazione dei recettori GABAA extrasinaptici. Una parte di questi recettori 

contiene la subunità δ, ed è particolarmente sensibile ai neurosteroidi, tra cui 

l’allopregnanolone, metabolita del progesterone. Sono stati infatti condotti studi 

sperimentali che hanno dimostrato la capacità dell’allopregnanolone di modificare il 

potenziale di membrana dei neuroni GnRH e potenziare la risposta al GABA [155]. Ciò 

suggerisce che le variazioni dei livelli di progesterone durante il ciclo ovarico 

potrebbero influenzare indirettamente l’attività dei neuroni GnRH attraverso la 

modulazione della trasmissione GABAergica. L’importanza della regolazione 

GABAergica è dimostrata dal suo coinvolgimento in diversi processi fisiologici 

dell’apparato riproduttivo, tra cui il controllo del ciclo ovarico e della pubertà. 

Nonostante ciò, la natura dell’azione del GABA è stata a lungo, ed è in parte ancora 

oggi, oggetto di dibattito. Molti studi hanno attribuito al GABA una funzione 

prevalentemente inibitoria nella regolazione dell’asse riproduttivo. Questo è dimostrato 

dal fatto che il picco preovulatorio di LH è accompagnato da una significativa riduzione 

della concentrazione di GABA nelle regioni che circondano i corpi cellulari dei neuroni 

GnRH [156], oltre che dal fatto che la somministrazione di agonisti del recettore GABAA 
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è in grado di sopprimere il rilascio di LH. Successivamente, però, da diversi studi 

elettrofisiologici è stato dimostrato che, nei neuroni GnRH, il GABA può anche 

esercitare effetti depolarizzanti ed eccitatori, aumentando l’attività elettrica cellulare e 

la frequenza di scarica. È stato inoltre osservato che, in funzione del contesto 

fisiologico e della popolazione di neuroni GnRH a cui si fa riferimento, ci possono 

essere risposte eterogenee. Questo effetto sembra essere legato all’omeostasi 

intracellulare del cloro nei neuroni GnRH. In una sottopopolazione di essi, il 

trasportatore NKCC1, che porta all’accumulo intracellulare di ioni cloro, può essere 

espresso in misura maggiore rispetto al trasportatore KCC2, che ne favorisce 

l’estrusione. In questi neuroni, la concentrazione intracellulare di cloro può risultare 

relativamente elevata [157] e l’apertura dei recettori GABAA può determinare la 

depolarizzazione della membrana, invece che alla classica iperpolarizzazione. 

 

5. Meccanismi biochimici del feedback negativo dato 

dagli steroidi anabolizzanti androgeni 

 In condizioni fisiologiche, gli steroidi sessuali prodotti dalle gonadi, 

principalmente testosterone ed estradiolo, rappresentano i principali regolatori 

dell’asse HPG e agiscono attraverso un sistema di feedback negativo a lungo circuito 

definito long-loop negative feedback. Il segnale di feedback avviene solo in minima 

parte attraverso un’azione diretta sui neuroni GnRH, la cui espressione di recettori 

steroidei è relativamente bassa, ma principalmente mediante circuiti neuronali a 

monte, tra cui rivestono un ruolo centrale i neuroni kisspeptinergici. Gli steroidi 

anabolizzanti androgeni (AAS), somministrati a dosaggi sovrafisiologici, sfruttano e 

alterano questi normali meccanismi di regolazione endocrina, determinando una 

soppressione dell’asse HPG. 

 

5.1 Feedback negativo mediato dal recettore androgenico 

 Sebbene i neuroni GnRH esprimano livelli limitati di recettore androgenico (AR), 

diversi studi sperimentali suggeriscono che gli androgeni siano in grado di esercitare 

un feedback negativo sull’asse HPG attraverso l’attivazione di questo recettore. In 

particolare, sono stati condotti studi sulla linea cellulare GT1-7, un modello 

sperimentale di neuroni GnRH, i quali hanno dimostrato che l’attivazione dell’AR 
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determini una riduzione dell’espressione del gene GnRH1. Questo effetto è stato 

attribuito all’interazione del recettore con complessi trascrizionali associati a regioni 

regolatorie, localizzate nel promotore prossimale del gene GnRH (GnRH-P) e 

contenenti siti di legame per diversi fattori di trascrizione e proteine, importanti per 

l’espressione di GnRH o lo sviluppo dei neuroni GnRH. Tra essi abbiamo Octamer-

binding transcription factor-1 (Oct1), che fa parte della famiglia delle proteine POU, 

Pre-B cell leukemia transcription factor (Pbx)/Prep e NK2 homeobox 1 (Nkx2.1) [159]. 

Ulteriori studi di mutagenesi hanno dimostrato che la repressione androgenica del 

promotore GnRH richiede la partecipazione coordinata di molti elementi cis-regolatori. 

In particolare, la mutazione simultanea di tre siti di legame per Oct1 presenti nel 

promotore aboliva la risposta repressiva degli androgeni. Invece, un cluster contenente 

i siti di legame per Oct1, Pbx e Nkx2.1 risultava sufficiente a mediare la repressione 

trascrizionale [159]. I risultati ottenuti da questi studi hanno suggerito che la 

repressione mediata dall’AR non dipenda dal riconoscimento di classici androgen 

response elements o ARE, ma piuttosto è basata sul tethering del recettore 

androgenetico e sull’interazione del recettore con complessi trascrizionali già associati 

al DNA, in particolare sul promotore e sugli enhancer del gene. Successivamente è 

stato dimostrato che la repressione androgenica coinvolge anche l’enhancer 

conservato GnRH-E1, che si trova nella regione regolatoria del gene GnRH insieme a 

GnRH-E2 e GnRH-E3 [160]. Infatti, studi condotti usando saggi di 

immunoprecipitazione della cromatina (ChIP), hanno dimostrato un aumento 

dell’associazione dell’AR con questa regione regolatoria in seguito al trattamento con 

un agonista androgenico, denominato R1881. Inoltre, è stato rilevato che, qualora 

fosse presente una mutazione a livello di una specifica sequenza localizzata all’interno 

di GnRH-E1, precedentemente indicata come TPA-responsive site, veniva abolita la 

risposta repressiva agli androgeni, indicando che tale regione è necessaria per 

l’inibizione della trascrizione del gene GnRH. Tramite esperimenti di electrophoretic 

mobility shift assay (EMSA) si è anche visto che l’AR è parte dei complessi che si 

associano alla sequenza −1796/−1791 di GnRH-E1 (Figura 10). Sebbene questa 

sequenza contribuisca alla repressione trascrizionale, l’effetto degli androgeni 

sull’enhancer GnRH-E1 non sembra dipendere da un unico elemento regolatorio, ma 

dal contributo coordinato di diverse regioni. L’analisi funzionale delle diverse regioni 

dell’AR ha evidenziato che il dominio di legame al DNA (DBD) è fondamentale per la 
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repressione della trascrizione mediata dagli androgeni, mentre il dominio di legame al 

ligando (LBD) non sembra essere indispensabile. Nel complesso, tali evidenze 

indicano che l’AR può reprimere direttamente la trascrizione del gene GnRH attraverso 

l’interazione con specifiche regioni promotrici ed enhancer. Questo meccanismo 

sembra dipendere principalmente dal reclutamento dell’AR all’interno di complessi 

trascrizionali multiproteici, e non dal legame diretto a sequenze ARE canoniche. 

Sebbene la rilevanza di questa azione diretta sia ancora oggetto di studio, tali risultati 

suggeriscono che l’attivazione dell’AR possa concorrere alla soppressione dell’asse 

HPG indotta dagli androgeni e dagli steroidi anabolizzanti androgeni. 

 

 

 
Figura 10: L’AR si associa con la regione GnRH-E1 del gene GnRH e ne reprime la trascrizione. (A) 
Schema della regione regolatoria del gene GnRH, estesa per circa 5 kb, con indicazione della posizione 
degli enhancer noti e del promotore prossimale. (B) Le cellule GT1-7 sono state trasfettate 
transitoriamente con costrutti reporter usando il gene della luciferasi associato a GnRH-P, a GnRH-E1, 
a GnRH-E2 e/o al promotore RSVp o all’enhancer RSVe del virus del sarcoma di Rous, insieme ad un 
vettore di espressione per l’AR. Le cellule sono state trattate per 24 ore con 100 nM di R1881 o con 
etanolo come veicolo, e poi sottoposte al saggio della luciferasi. La trascrizione da GnRH-P è repressa 
dal trattamento con R1881, indifferentemente dall’enhancer usato. (C) Le cellule GT1-7 sono state 
trasfettate transitoriamente con il recettore androgenico (AR) e trattate per due ore con 100 nM di R1881 
o con etanolo come veicolo. I nuclei cellulari sono stati isolati e sottoposti a ChIP non usando nessun 
anticorpo (No Ab), usando un anticorpo specifico per AR (Anti-AR) e usando un anticorpo IgG di 
controllo. La cromatina risultante è stata analizzata tramite PCR con primer specifici per GnRH-E1 o 
per l’introne 3. (D) Sui campioni ottenuti dalla ChIP è stata eseguita una PCR quantitativa real-time, 
usando primer specifici per la regione GnRH-E1.  [161] 
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5.2 Feedback negativo mediato dagli estrogeni 

 Oltre all’attivazione diretta del recettore androgenico, il feedback negativo 

esercitato dagli steroidi anabolizzanti androgeni (AAS) può essere mediato dalla loro 

conversione in estrogeni [162]. Molti di questi composti, infatti, conservano la struttura 

steroidea necessaria per essere metabolizzati dall’enzima aromatasi, che catalizza la 

conversione irreversibile degli androgeni in estrogeni biologicamente attivi, 

principalmente estradiolo. Tra gli AAS aromatizzabili rientrano il testosterone e diversi 

suoi derivati. Altri composti, come il nandrolone, presentano una capacità di 

aromatizzazione ridotta, mentre alcuni AAS sintetici non possono essere aromatizzati. 

Questa aromatizzazione rappresenta un meccanismo particolarmente rilevante, in 

quanto l’estradiolo esercita un potente feedback negativo sull’asse HPG. Esistono 

infatti diverse vie estrogeno-dipendenti responsabili della soppressione dell’asse HPG. 

Questa azione soppressiva si esplica sia a livello ipotalamico e sia a livello ipofisario. 

Nel primo gli estrogeni riducono la secrezione di GnRH attraverso diversi sistemi 

neuroendocrini, mentre a livello ipofisario modulano la sensibilità delle cellule 

gonadotrope alla stimolazione esercitata dal GnRH, riducendo la secrezione di LH ed 

FSH. Questo è anche dimostrato da numerose evidenze sperimentali, in cui si denota 

che l’inibizione dell’aromatasi attenua parzialmente la capacità del testosterone di 

sopprimere la secrezione gonadotropinica. Ulteriori conferme derivano anche 

dall’osservazione di soggetti con deficit congenito dell’aromatasi, in cui una marcata 

riduzione della sintesi di estrogeni si associa a concentrazioni elevate di LH ed FSH 

[174]. La somministrazione di estradiolo, invece, determina una riduzione delle 

gonadotropine. Gli estrogeni hanno in realtà un effetto bimodale sull’ipotalamo, con 

un’influenza sia stimolatoria e sia inibitoria sulla secrezione di GnRH. L’effetto 

stimolatorio degli estrogeni si verifica principalmente durante la fase follicolare tardiva, 

momento in cui concentrazioni elevate e persistenti di estradiolo inducono il feedback 

positivo che precede il picco preovulatorio di LH [163]. L’effetto inibitorio sulla 

secrezione di GnRH e sull’espressione del suo gene è stato osservato in molti studi, 

condotti su diverse specie mammifere. Evidenze ottenute sia in vitro e sia in vivo 

indicano infatti che l’estradiolo è in grado di ridurre i livelli di mRNA del GnRH e di 

sopprimere l’attività trascrizionale del suo promotore. Studi condotti sull’ipotalamo di 

ratto hanno localizzato tale effetto prevalentemente nell’area preottica rostrale, 

suggerendo che i meccanismi responsabili del feedback negativo siano distinti da 
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quelli del feedback positivo. Le evidenze in vitro della regolazione negativa esercitata 

dagli estrogeni sull'espressione del gene GnRH nel ratto derivano da studi di 

trasfezione condotti sia in cellule placentari JEG-3, sia in cellule neuronali GT1-7 

esprimenti GnRH, co-trasfettate con il cDNA del recettore estrogenico ERα, i quali 

hanno dimostrato che gli estrogeni riducono l'attività del promotore del gene GnRH. 

Evidenze analoghe sono state poi ottenute anche nell’uomo [164]. Ulteriori studi 

condotti da Roy e collaboratori hanno dimostrato che il trattamento delle cellule 

neuronali GT1-7 con 17β-estradiolo determina la riduzione dei livelli di mRNA del 

GnRH nell’arco di 48 ore [165]. Successivamente, è stato confermato che l'estradiolo 

riduce sia l'espressione sia la secrezione di GnRH nelle linee cellulari GN11, linea 

cellulare immortalizzata di neuroni GnRH immaturi, e GT1-7, con effetti mediati 

prevalentemente da ERα per quanto riguarda le cellule GT1-7, mentre nelle cellule 

GN11 contribuiscono sia ERα che ERβ. Diverse evidenze sperimentali, inoltre, 

indicano la presenza di recettori estrogenici funzionali nei neuroni GnRH. Molti di 

questi studi hanno usato linee cellulari neuronali immortalizzate esprimenti GnRH, le 

quali sono in grado di esprimere ERα e/o ERβ e rispondono al trattamento con 

estrogeni attraverso modificazioni dell’espressione genica, ad esempio della galanina 

[170] o del gene del recettore androgenico. Tali osservazioni supportano l’esistenza di 

un’azione diretta degli estrogeni sui neuroni GnRH e suggeriscono la presenza di vie 

di segnalazione estrogenica funzionalmente attive in queste cellule. Da successivi 

studi, inoltre, è stata confermata nell’uomo una co-localizzazione tra ERβ e GnRH 

[172]. Nonostante ERβ sembri rappresentare l’isoforma predominante nei neuroni 

GnRH, alcuni studi hanno identificato anche la presenza di trascritti di ERα in 

popolazioni specifiche di neuroni nell’area preottica [171]. Gli effetti biologici 

dell’estradiolo sono mediati attraverso il legame con i recettori estrogenici, membri 

della super famiglia dei recettori nucleari coinvolti nella regolazione della trascrizione 

genica. Sono state identificate due isoforme principali di questi recettori, ERα ed ERβ, 

che hanno una distribuzione tissutale differente. Questi sono costituiti da sei domini 

funzionali denominati A-F [166]: 

• il dominio A/B contiene la funzione di attivazione trascrizionale AF-1, che è 

indipendente dal ligando; 

• il dominio C contiene i motivi a dita di zinco responsabili del legame agli 

estrogen response elements (ERE); 
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• il dominio D costituisce la regione a cerniera coinvolta nella modulazione del 

legame al DNA: 

• i domini E/F comprendono l’LBD e la funzione di attivazione trascrizionale AF-

2, dipendente dal ligando. 

Le due isoforme, ERα ed ERβ, condividono un'elevata omologia nei domini di legame 

al DNA e al ligando, mentre differiscono nella regione N-terminale. ERα, inoltre, ha 

anche un’affinità lievemente maggiore per il legame alle sequenze ERE.  Entrambe le 

isoforme sono in grado di attivare promotori estrogeno-responsivi. 

Nella via classica di segnalazione estrogenica l'estradiolo si lega al recettore, questo 

induce un cambiamento conformazionale seguito dalla dimerizzazione del recettore e 

poi dal legame agli ERE presenti nelle regioni regolatorie dei geni bersaglio. Il 

complesso recettore-DNA promuove quindi la trascrizione genica attraverso le funzioni 

AF-1 e AF-2 [167], che possono agire in maniera indipendente o sinergizzare per 

stimolare una regolazione positiva della trascrizione genica. L'efficienza di questo 

processo dipende inoltre dal reclutamento di numerosi cofattori trascrizionali. Sono 

stati anche identificati numerosi corepressori. Attraverso studi condotti mediante 

ligandi selettivi per le diverse isoforme recettoriali, è stato dimostrato che ERα 

rappresenta il principale mediatore del feedback negativo estrogenico [168]. Le azioni 

di ERα sembrano coinvolgere sia meccanismi genomici classici dipendenti dal legame 

agli ERE, sia meccanismi ERE-indipendenti, basati su interazioni proteina-proteina 

[173]. Tuttavia, ERα ed ERβ possono formare omodimeri o eterodimeri, la cui 

formazione è facilitata dall’estradiolo e a cui esso si lega, nei tessuti in cui vengono co-

espressi, suggerendo così una cooperazione funzionale tra le due isoforme. Questo 

potrebbe spiegare perchè i topi privi in contemporanea di ERα ed ERβ presentino 

concentrazioni ancora più elevate di LH rispetto a quelli privi del solo ERα [169]. 

Nel complesso, tali evidenze suggeriscono che gli estrogeni possano esercitare 

almeno una parte del proprio feedback negativo attraverso meccanismi diretti di 

regolazione trascrizionale dei neuroni GnRH. Tuttavia, la rilevanza fisiologica di questo 

meccanismo risulta inferiore rispetto a quella esercitata da circuiti neuronali a monte, 

come quello dei neuroni kisspeptinergici. 
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5.3 Ruolo dei neuroni KNDy e della kisspeptina 

 Come già descritto nel capitolo precedente, i neuroni KNDy, che coesprimono 

kisspeptina, neurochinina B (NKB) e dinorfina, rappresentano uno tra i principali 

regolatori della secrezione pulsatile di GnRH. Per questo motivo, essi costituiscono 

anche uno dei principali bersagli su cui gli steroidi sessuali esercitano il feedback 

negativo sull’asse HPG. Secondo il modello attualmente accettato, la neurochinina B 

agisce sui neuroni KNDy promuovendo la generazione della pulsatilità, la dinorfina 

contribuisce alla terminazione degli impulsi del GnRH, esercitando un’influenza 

inibitoria sulla rete KNDy, mentre la kisspeptina rappresenta l’output finale diretto ai 

neuroni GnRH, i quali esprimono KISS1R. La NKB agisce in maniera autocrina e 

paracrina aumentando l’eccitabilità dei neuroni KNDy, incrementando la frequenza di 

scarica e inducendo oscillazioni intracellulari di calcio, le quali promuovono il rilascio 

di kisspeptina [175].  La generazione e l’interruzione degli impulsi di GnRH dipendono 

dall’equilibrio tra i segnali eccitatori di NKB e quelli inibitori della dinorfina. Per questo, 

i neuroni KNDy sono oggi considerati il principale circuito neuronale coinvolto nel 

cosiddetto “GnRH pulse generator”, sistema responsabile della generazione e del 

mantenimento della secrezione pulsatile di GnRH. È importante sottolineare che la 

NKB non sembra stimolare direttamente i neuroni GnRH, in quanto questi ultimi non 

esprimono in modo significativo il recettore NK3R. Per questo, NKB agisce soprattutto 

attraverso connessioni reciproche tra neuroni KNDy, sincronizzandone l’attività e 

promuovendo il rilascio di kisspeptina verso i neuroni GnRH. Entrambe le principali 

sottopopolazioni di neuroni kisspeptinergici, quella del nucleo arcuato, corrispondente 

al nucleo infundibolare nei primati, e quella presente nella regione preottica, esprimono 

recettori per estrogeni [176], progesterone [177] e androgeni [178], ma partecipano a 

differenti modalità di regolazione dell’asse HPG. Infatti, come già detto, la popolazione 

preottica è coinvolta prevalentemente nel feedback positivo estrogenico, mentre i 

neuroni KNDy del nucleo infundibolare rappresentano uno dei principali mediatori del 

feedback negativo degli steroidi sessuali, modulando l’espressione di kisspeptina, 

NKB e dinorfina, determinando una riduzione della secrezione pulsatile di GnRH. Gli 

androgeni sembrano avere la capacità di modulare direttamente la frequenza degli 

impulsi di LH tramite un’azione sui neuroni kisspeptinergici nel nucleo arcuato (ARC). 

Questa ipotesi è supportata dal fatto che la maggior parte dei neuroni KNDy esprima 

il recettore androgenico AR e, come osservato in diverse evidenze sperimentali, sia 
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sensibile agli androgeni. A sostegno di questa ipotesi, è stato osservato come la 

somministrazione a topi adulti femmina di DHT, che è un androgeno non 

aromatizzabile, determini una notevole riduzione dell’espressione di Kiss1 e Tac2, un 

gene murino che codifica per NKB, nei neuroni kisspeptinergici dell’ARC, e di 

conseguenza ad una diminuzione della frequenza degli impulsi di LH [179]. Risultati 

congruenti sono successivamente emersi anche da studi su ratti. Nonostante questi 

modelli sperimentali presentino dei limiti metodologici, supportano l’ipotesi che gli 

androgeni esogeni possano sopprimere l’attività dei neuroni kisspeptinergici e 

contribuire alla riduzione della secrezione gonadotropica, anche in modo diretto. Tali 

evidenze suggeriscono che gli steroidi anabolizzanti androgeni possano, almeno in 

parte, esercitare il proprio feedback negativo tramite un’azione diretta sui neuroni 

KNDy. Tuttavia, nel caso del testosterone e degli AAS aromatizzabili, una quota 

significativa della loro azione deriva dall’aromatizzazione in estradiolo e quindi 

dall’attivazione dei recettori estrogenici espressi dai neuroni KNDy. Negli ultimi 20 anni, 

molti studi hanno dimostrato l’espressione di ERα nei neuroni kisspeptinergici 

ipotalamici e, attualmente, è ampiamente accettato che essi siano uno dei principali 

mediatori del feedback esercitato dagli estrogeni sulla secrezione di GnRH. Sebbene 

ERα sia espresso in entrambe le popolazioni di neuroni kisspeptinergici ipotalamici, 

diverse osservazioni suggeriscono che, nei roditori, la popolazione dell’ARC 

rappresenti il principale bersaglio del feedback negativo estrogenico, mentre quella 

della regione AVPV è coinvolta nel feedback positivo. Analogamente, gli estrogeni 

reprimono l’espressione di Kiss1 nei neuroni kisspeptinergici del nucleo infundibolare 

umano [180], suggerendo quindi che il feedback negativo esercitato dagli estrogeni su 

questi neuroni rappresenti un meccanismo ampiamente conservato nel corso 

dell’evoluzione. Grazie a studi condotti su roditori, è stato osservato che la 

downregolazione estrogenica di Kiss1 nei neuroni dell’ARC avviene principalmente 

attraverso un meccanismo indipendente dagli ERE. Infatti, in seguito al legame 

dell’estradiolo a ERα avvengono modificazioni epigenetiche a livello del promotore di 

Kiss1. In particolare, studi condotti con tecnica ChIP hanno dimostrato che il 

trattamento con estrogeni determina una riduzione dell’acetilazione dell’istone H3 a 

livello della regione promotrice del gene Kiss1, che porta ad una repressione 

trascrizionale [181]. Inoltre, alcuni studi hanno portato all’ipotesi che il complesso tra 

estradiolo ed ERα possa contribuire alla soppressione di Kiss1 anche interferendo 
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nell’interazione tra il promotore del gene e regioni enhancer distali necessarie nella 

sua espressione [182]. Questo effetto potrebbe essere dovuto a modificazioni 

nell’organizzazione tridimensionale della cromatina, con una riduzione della 

comunicazione funzionale tra queste regioni regolatorie ed il promotore di Kiss1.  

Nel complesso, i dati ottenuti suggeriscono che il complesso tra estradiolo ed ERα 

reprima l’espressione genica di Kiss1 tramite meccanismi epigenetici e regolatori non 

canonici, senza il classico legame a sequenze ERE (Figura 11). 

 

 

 
Figura 11: Presunto meccanismo d’azione del feedback negativo svolto dagli estrogeni tramite 
modificazioni dell’espressione di Kiss1 nell’ARC [183] 

 

Diverse osservazioni indicano la ripercussione del feedback negativo esercitato dagli 

estrogeni sul circuito neuronale responsabile della generazione degli impulsi di GnRH, 

che determina una riduzione della frequenza e della conseguente secrezione di 

gonadotropine. Il ruolo dei neuroni KNDy come sorgente del GnRH pulse generator, 

infatti, è stato ulteriormente confermato da studi elettrofisiologici e di imaging 

funzionale. In particolare, registrazioni dell’attività multiunitaria (MUA), tecnica che 

consente di monitorare l’attività elettrica sincronizzata di gruppi di neuroni, hanno 

dimostrato la sincronia tra gli aumenti del ritmo dell’attività neuronale nei neuroni KNDy 

e gli impulsi di LH [184]. Inoltre, studi di fotometria a fibra ottica hanno evidenziato 

oscillazioni ritmiche delle concentrazioni intracellulari di Ca2+ nei neuroni KNDy, 

collegate anche loro alla pulsatilità della secrezione di LH [185].  È importante anche 

sottolineare che, oltre alla repressione di Kiss1, gli estrogeni sono in grado di modulare 
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anche altri componenti del circuito KNDy, come NKB e dinorfina. In particolare, il 

trattamento con estrogeni riduce l’espressione di Tac2/Tac3 dove Tac3 è il gene umano 

di NKB [186], e di Pdyn, che codifica invece per la dinorfina [187]. Gli estrogeni, quindi, 

modulano anche l’equilibrio tra i segnali eccitatori della neurochinina B e quelli inibitori 

della dinorfina. È anche interessante notare che, nonostante il feedback estrogenico 

agisca principalmente attraverso l’attivazione diretta di ERα espresso dai neuroni 

KNDy, alcune evidenze dimostrino l’esistenza di circuiti indiretti. Si è visto che il 

trattamento con estrogeni, infatti, è in grado di ridurre le concentrazioni plasmatiche di 

LH anche in modelli animali privi del recettore ERα nei neuroni kisspeptinergici. Tra 

questi meccanismi indiretti, è stato ipotizzato che i neuroni dinorfinergici localizzati nel 

nucleo paraventricolare possano contribuire all’inibizione dei neuroni KNDy attraverso 

l’attivazione dei recettori oppioidi K (KOR) espressi da questi ultimi, partecipando così 

alla soppressione della secrezione pulsatile di GnRH ed LH [188]. In sintesi, le 

numerose evidenze a disposizione indicano che i neuroni KNDy rappresentano uno 

dei principali nodi neuroendocrini attraverso cui gli steroidi anabolizzanti androgeni 

esercitano il proprio feedback negativo sull’asse HPG, sia tramite azione diretta sul 

recettore androgenico, sia attraverso la loro aromatizzazione in estrogeni. 

 

5.4 Ruolo del GABA 

 Come discusso nel capitolo precedente, il GABA è uno dei neurotrasmettitori 

principali coinvolti nella regolazione dell’attività dei neuroni GnRH. Per questo, diverse 

evidenze suggeriscono che gli AAS possano esercitare una parte del proprio feedback 

negativo anche tramite la modulazione della trasmissione GABAergica. Il GABA agisce 

a livello di diversi recettori, classificati in GABAA, GABAB e GABAC. Diversi studi 

dimostrano che il principale recettore coinvolto negli effetti esercitati dagli AAS è 

GABAA, recettore ionotropico pentamerico, costituito da diverse combinazioni di 

subunità. A livello del cervello adulto prevalgono recettori contenenti le subunità α1, 

β2/β3 e γ2, ma alcune regioni coinvolte nel controllo neuroendocrino della 

riproduzione, tra cui l’area preottica (POA), esprimono elevati livelli di recettori che 

contengono la subunità α2 e subunità meno comuni come ε e γ1.  La composizione in 

subunità del recettore è importante, in quanto produce differenze significative sia nelle 

proprietà biologiche del recettore, sia nella loro sensibilità alla modulazione allosterica, 

inclusa quella svolta dagli AAS. Ad esempio, è stato osservato che il 17α-
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metiltestosterone potenzia la risposta al GABA nei recettori contenenti la subunità α2, 

mentre esercita effetti minimi nei recettori contenenti la subunità α1 [189]. Al contrario, 

nei recettori contenenti la subunità ε, lo stesso AAS determina una modulazione 

allosterica negativa [190], riducendo le correnti evocate dal GABA e le aperture 

spontanee del recettore. Questi risultati suggeriscono che gli effetti degli AAS sulla 

trasmissione GABAergica dipendano fortemente dalla composizione in subunità del 

recettore. Sia nei modelli animali che nell’uomo, l’esposizione cronica agli AAS 

determina alterazioni della funzione riproduttiva, con una riduzione della frequenza di 

scarica dei neuroni GnRH e di conseguenza delle concentrazioni sieriche di LH ed 

FSH. È stato osservato che il trattamento con AAS aumenta in modo significativo la 

frequenza delle correnti postsinaptiche spontanee mediate da GABAA, nonostante non 

modifichi l’espressione delle subunità di questi recettori, né le proprietà dei recettori 

postsinaptici presenti sui neuroni GnRH [191]. Questo suggerisce che il bersaglio 

principale degli AAS non siano direttamente i recettori GABAA postsinaptici espressi 

sui neuroni GnRH, bensì il sito della loro azione si trovi sui neuroni presinaptici che 

forniscono afferenze GABAergiche a tali cellule. Tra le principali sorgenti di afferenze 

GABAergiche dirette ai neuroni GnRH ci sono popolazioni neuronali localizzate nella 

POA. A sostegno di questa ipotesi è stato visto che, nei topi maschi adolescenti, 

l’aumento degli input GABAergici ai neuroni GnRH è associato ad una maggior attività 

elettrica a livello dei neuroni localizzati nella POA, la quale rappresenta una delle 

regioni principali da cui originano afferenze dirette verso i neuroni GnRH. Inoltre, 

l’isolamento farmacologico o fisico delle afferenze GABAergiche nella POA, aboliva 

l’aumento della trasmissione GABAergica e la riduzione dell’attività dei neuroni GnRH 

indotti dagli AAS [191]. Complessivamente, questi risultati indicano che gli AAS 

agiscono principalmente sui neuroni GABAergici sensibili agli steroidi localizzati nella 

POA, determinando un aumento del tono GABAergico diretto ai neuroni GnRH. Anche 

nelle femmine, conseguentemente al trattamento con AAS, si verifica una riduzione 

dell’attività dei neuroni GnRH. Tuttavia, a differenza dei maschi, questi effetti sembrano 

dipendere maggiormente da alterazioni nel nucleo periventricolare e da una riduzione 

dell’espressione della kisspeptina, piuttosto che dai neuroni GABAergici della POA 

[192]. Gli AAS possono influenzare la trasmissione GABAergica non solo attraverso la 

modulazione diretta dei recettori GABAA, ma anche attraverso il recettore androgenico 

(AR) o quello estrogenico (ER). È stato dimostrato che i neuroni della regione preottica 
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esprimono elevati livelli di AR, oltre che ERα ed aromatasi. Per valutare questo effetto, 

sono stati condotti studi usando topi privi di recettore androgenico funzionante (topi 

Tfm). Nei topi normali, il trattamento cronico con AAS portava ad un aumento 

dell’attività elettrica ed una modificazione nell’espressione di alcune subunità del 

recettore GABAA [193], effetti invece assenti nei topi Tfm. Tuttavia, anche in questi topi 

il trattamento con AAS continuava a produrre effetti, tra cui una riduzione della 

trasmissione GABAergica nella POA e una diminuzione dell’espressione di GAD65, 

enzima coinvolto nella sintesi del GABA. Sono stati condotti diversi studi in cui è stato 

osservato che effetti simili venivano prodotti sia dal tamoxifene, antagonista dei 

recettori estrogenici, che dall’inibitore dell’aromatasi formestano, mentre la 

somministrazione di estradiolo aboliva gli effetti degli AAS. Queste evidenze hanno 

portato all’ipotesi che gli AAS interferiscano con la segnalazione estrogenica locale 

tramite una riduzione dell’attività dell’aromatasi a livello cerebrale [194]. Tale 

interpretazione è supportata anche da studi in vitro in cui è stata dimostrata la capacità 

di vari AAS di inibire l’aromatasi [195]. Nel complesso, questi risultati suggeriscono che 

gli AAS possano influenzare i circuiti neuroendocrini anche attraverso effetti diretti sugli 

enzimi coinvolti nella steroidogenesi. Infine, è importante sottolineare che la 

regolazione GABAergica dei neuroni GnRH è strettamente collegata con il sistema 

kisspeptinergico. La kisspeptina, infatti, è in grado anche di modulare indirettamente 

l'attività dei neuroni GnRH attraverso la regolazione della trasmissione GABAergica 

diretta a questi ultimi [196].  Questa relazione risulta però bidirezionale: la kisspeptina 

ha effetto sui neuroni GABAergici, ma a sua volta anche il GABA è in grado di modulare 

l’attività dei neuroni kisspeptinergici. Nei neuroni kisspeptinergici del nucleo arcuato, 

infatti, il GABA sembra contribuire, in parte, al feedback negativo esercitato dagli 

estrogeni, riducendo l'eccitabilità neuronale e di conseguenza la secrezione di 

kisspeptina [197]. Inoltre, è stato osservato che una parte dei neuroni kisspeptinergici, 

soprattutto nella POA, coesprime marcatori tipici dei neuroni GABAergici, cosa che 

suggerisce un’integrazione funzionale tra questi due sistemi.  

 

 Nel loro insieme, le evidenze disponibili dimostrano come il feedback negativo 

indotto dagli steroidi anabolizzanti androgeni sia il risultato di una complessa 

integrazione tra meccanismi genomici e non genomici, che possono essere mediati 

dall'attivazione diretta dei recettori androgenici ed estrogenici, ma anche dalla 
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modulazione di circuiti neuroendocrini, tra cui i neuroni KNDy e la trasmissione 

GABAergica. L'alterazione di tutti questi sistemi contribuisce alla soppressione della 

secrezione pulsatile di GnRH e alla conseguente riduzione della produzione di LH ed 

FSH. Queste modificazioni endocrine sono alla base delle alterazioni della funzione 

riproduttiva osservate negli utilizzatori di AAS, tra cui ipogonadismo ed infertilità. 

 

6. Conseguenze e recupero 

6.1 Ipogonadismo ed infertilità 

 Come descritto nel capitolo precedente, gli AAS, soprattutto dopo un utilizzo 

prolungato, sono in grado di esercitare un marcato feedback negativo sull’asse HPG 

attraverso molteplici meccanismi neuroendocrini. La conseguente soppressione della 

secrezione di GnRH e delle gonadotropine ipofisarie LH ed FSH determina una 

riduzione della produzione endogena di testosterone da parte delle cellule di Leydig e 

compromette il mantenimento fisiologico della spermatogenesi. Tali modificazioni 

rappresentano il principale meccanismo che porta allo sviluppo di ipogonadismo ed 

infertilità da parte degli utilizzatori di AAS. Inoltre, la gravità di queste alterazioni è 

influenzata da diversi fattori, tra cui il tipo di composto utilizzato, i dosaggi impiegati e 

la durata dell’esposizione. La soppressione di questo asse non sempre si risolve con 

la sospensione del trattamento, ma può persistere per periodi variabili, dando origine 

ad un quadro noto come ipogonadismo indotto da AAS (ASIH). L’ipogonadismo è una 

delle conseguenze endocrine più frequenti dell’abuso di AAS. Dal punto di vista 

endocrinologico, l’ASIH si presenta come una forma di ipogonasimo ipogonadotropo, 

con bassi livelli di testosterone associati a concentrazioni ridotte di LH ed FSH. Dopo 

la sospensione degli AAS, molti soggetti presentano bassi livelli di testosterone 

circolante, che sono associati a diversi sintomi come la riduzione della libido, 

disfunzione erettile, affaticamento, perdita di massa muscolare ed alterazioni 

dell’umore. La durata di questa condizione è molto variabile. Nella maggior parte dei 

soggetti si osserva un recupero completo della funzionalità gonadica nei mesi 

successivi alla sospensione, ma sono riportati in letterature numerosi casi di ASIH 

persistente [198].  Anche la spermatogenesi, come la produzione di testosterone, è 

governata dall’asse HPG. L’FSH agisce in maniera diretta su essa, attivando i propri 

recettori sulle cellule del Sertoli, mentre l’LH agisce in modo indiretto stimolando la 
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produzione di testosterone tramite l’azione sui recettori LHCGR sulle cellule di Leydig. 

Il testosterone a sua volta attiva l’AR espresso dalle cellule del Sertoli e promuove così 

l’espressione di geni essenziali per lo sviluppo e la maturazione delle cellule germinali. 

La somministrazione esogena di AAS risulta in livelli di androgeni circolanti molto 

elevati, ma per il mantenimento della spermatogenesi è fondamentale il testosterone 

intratesticolare. Quest’ultimo si trova solitamente a concentrazioni da 50 a 100 volte 

superiori rispetto a quelle presenti nel circolo sistemico mentre, in seguito all’abuso di 

AAS, si può osservare una drastica riduzione ed una sua caduta al di sotto dei livelli 

necessari per mantenere una normale produzione di spermatozoi [199]. Questo risulta 

in una condizione di oligozoospermia o, nei casi più gravi, anche azoospermia. La 

soppressione della spermatogenesi si associa anche ad atrofia testicolare. Infatti, i 

tubuli seminiferi, che sono la sede della produzione di spermatozoi, costituiscono circa 

due terzi del volume del testicolo. Per cui, quando la spermatogenesi viene inibita, si 

osserva una progressiva riduzione del volume testicolare, che si aggira tra il 16 e il 

30% [200]. È stata anche rilevata una correlazione inversa tra la durata dell’abuso ed 

il volume testicolare, suggerendo che esposizioni più prolungate possano portare ad 

una compromissione più marcata della funzione gonadica e della spermatogenesi. La 

deficienza di testosterone può condurre anche allo sviluppo di disfunzione erettile, uno 

dei sintomi più frequenti derivanti dalla cessazione dell’utilizzo di AAS, per quanto non 

tutti gli uomini ipogonadici sperimentino questo sintomo. La riduzione della libido 

associata al deficit androgenico è uno dei principali meccanismi coinvolti. Uno studio 

ha riportato un calo del desiderio sessuale nel 57% dei soggetti coinvolti e circa nel 

27% dei casi anche disfunzione erettile [202]. Questa problematica però, può avere 

anche cause psicologiche, si possono infatti osservare insoddisfazione sessuale, 

difficoltà relazionali e preoccupazione per il recupero della funzione sessuale, che 

possono aggravare il problema o protrarlo nel tempo. È stato infatti notato che, in alcuni 

soggetti, le alterazioni della libido e la disfunzione erettile persistevano anche dopo la 

normalizzazione dei livelli di testosterone, suggerendo il coinvolgimento anche di fattori 

psicologici e neurobiologici [203]. Sebbene meno frequenti, sono stati riportati episodi 

di disfunzione erettile anche durante il trattamento con AAS, il cui meccanismo non è 

del tutto chiarito, ma potrebbe dipendere da uno squilibrio tra androgeni ed estrogeni, 

in quanto anche l’estradiolo contribuisce alla funzionalità erettile [201]. Sebbene la 

maggioranza dei dati disponibili si riferisca ad utilizzatori di sesso maschile, anche 
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nelle donne l’abuso di AAS può portare ad alterazioni della funzione riproduttiva. Si 

verifica infatti una soppressione della produzione di gonadotropine che determina 

irregolarità mestruali, anovulazione ed una riduzione della fertilità. 

 

6.2 Recovery 

 Esistono numerosi approcci utilizzabili per ripristinare la funzionalità dell’asse 

HPG e la spermatogenesi dopo l’utilizzo di AAS o dopo terapia con testosterone. Tra 

essi possiamo elencare i più importanti: 

• interruzione dell’uso di questi ormoni sperando in un recovery spontaneo; 

• utilizzo di diverse terapie farmacologiche come hCG, FSH, SERMs e inibitori 

di aromatasi (AIs), che possono essere usate in monoterapia o in 

combinazione [204]; 

• modificazioni dello stile di vita, come l’adozione di una dieta ricca di 

antiossidanti, vitamine e minerali, attività fisica regolare e riduzione dello stress; 

• usare strategie per preservare la fertilità anche durante il trattamento con AAS 

o durante la terapia sostitutiva del testosterone. 

La strategia tradizionalmente raccomandata è la sospensione del trattamento. Infatti, 

nella maggior parte dei soggetti, l’interruzione degli AAS è seguita da una graduale 

riattivazione spontanea dell’asse HPG, con recupero della funzione gonadica e 

riproduttiva. I tempi di recupero però risultano estremamente variabili e dipendenti da 

diversi fattori, tra cui età, durata del trattamento, dosaggi, tipo di composto utilizzato e 

funzionalità testicolare prima dell’uso degli AAS. Non esiste un intervallo temporale 

universalmente accettato per il recupero completo, ma è stato osservato che il 

recupero delle normali concentrazioni di LH avviene generalmente prima di quelle di 

FSH, mentre la spermatogenesi è di solito l’ultimo parametro ad andare incontro a 

normalizzazione. È stato fatto uno studio che prendeva in considerazione i livelli di 

inibina B ed Anti-Mullerian Hormone (AMH), usati come marker della funzionalità delle 

cellule del Sertoli e della spermatogenesi [205]. Da esso è stato visto che, anche dopo 

due anni e mezzo dalla sospensione, il 27,2% degli ex utilizzatori di AAS presentava 

livelli plasmatici di testosterone totale inferiori al limite di riferimento, ed una riduzione 

anche delle gonadotropine, oltre che dell’inibina B e di AMH. Liu e colleghi hanno svolto 

una metanalisi di 30 studi, comprensiva di oltre 1500 soggetti, azoospermici a causa 
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dell’utilizzo della terapia ormonale sostitutiva per la contraccezione maschile, la quale 

ha invece dimostrato che il recupero della spermatogenesi avviene nella maggior parte 

dei casi entro due anni dalla sospensione [206]. È necessario considerare però che 

tali dati derivano principalmente da studi sulla contraccezione ormonale maschile e 

potrebbero non essere completamente sovrapponibili all'uso degli steroidi 

anabolizzanti androgeni, spesso impiegati a dosaggi molto più elevati e per periodi 

prolungati. Molti ex utilizzatori ricorrono invece alla cosiddetta post-cycle therapy 

(PCT), ovvero all’impiego di farmaci volti a stimolare il recupero dell’asse HPG. È 

importante però sottolineare che, per nessun regime di PCT, esistono studi 

randomizzati controllati robusti che dimostrino l’efficacia di questi protocolli nel 

contesto dell’ipogonadismo e dell’infertilità derivanti dall’abuso di AAS, ma sono 

farmaci comunemente usati in altre forme di ipogonadismo. Tra le terapie utilizzate 

abbiamo l’utilizzo di gonadotropine, tra cui la gonadotropina corionica umana (hCG) 

ed FSH. hCG ha una struttura molto simile all’LH, e per tale motivo agisce come 

agonista del recettore LHCGR (Figura 12). 

 

 

 
Figura 12: Struttura molecolare di LH, FSH e hCG [212] 

 

In questo modo, hCG promuove un aumento del testosterone intratesticolare, 

promuovendo la spermatogenesi. Può essere utilizzata per via intramuscolare o 

sottocutanea, due o tre volte a settimana, e può essere somministrata in monoterapia 

oppure insieme a FSH/rFSH [207]. L’analogo dell’FSH deriva dall’urina delle donne in 

post-menopausa, ed è definito come gonadotropina menopausale umana. Questa 

proteina però, nella sua forma naturale è relativamente inattiva sul recettore dell’FSH. 

Ciò ha quindi portato allo sviluppo di una forma più specifica e biologicamente attiva 

sul recettore, soprattutto a livello delle cellule del Sertoli, chiamata rFSH o recombinant 

FSH [208]. Diversi studi hanno evidenziato che l’hCG da sola è in grado di preservare 
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o ripristinare la spermatogenesi in pazienti affetti da ipogonadismo ipogonadotropo. In 

alcuni casi però, la sola stimolazione delle cellule di Leydig non sia sufficiente per 

ottenere un recupero ottimale della fertilità, per questo l’hCG viene frequentemente 

associato a rFSH o alla gonadotropina menopausale umana. Le evidenze disponibili 

suggeriscono che l’associazione hCG-FSH possa risultare più efficace rispetto ad una 

monoterapia con hCG. In particolare, è stato visto che circa il 65% dei pazienti che 

avevano sviluppato azoospermia dopo la terapia sostitutiva del testosterone, è stato 

in grado, dopo un anno dalla sospensione, di recuperare una produzione spermatica 

significativa, mentre percentuali superiori al 90% sono state osservate nei soggetti con 

cryptozoospermia [209]. L’efficacia di tali strategie terapeutiche però, rimane 

supportata da studi su pazienti affetti da ipogonadismo ipogonadotropo o da infertilità 

derivante dalla terapia sostitutiva del testosterone. Per cui, ad oggi non esistono 

evidenze robuste e linee guida universalmente condivise per quanto riguarda 

l’applicazione di questi risultati ai pazienti affetti da ASIH. Altri farmaci utilizzati nel 

recovery sono i selective estrogen receptor modulators (SERMs), i quali competono 

con gli estrogeni per il legame al recettore estrogenico. Il normale legame degli 

estrogeni a questo recettore funziona come meccanismo di feedback negativo indiretto 

della produzione endogena di testosterone, pertanto i SERMs agiscono bloccando 

questo feedback e aumentando così i livelli di testosterone intratesticolare [210] e 

contribuiscono nel recupero della spermatogenesi. L’antagonismo esercitato su tali 

recettori, infatti, determina un aumento della secrezione di GnRH e di conseguenza 

delle gonadotropine LH ed FSH, favorendo il ripristino della steroidogenesi testicolare 

e della funzionalità riproduttiva. I SERMs più utilizzati sono il tamoxifene e il clomifene 

citrato, i quali agiscono prevalentemente a livello ipotalamico ed ipofisario. Il clomifene 

citrato rappresenta uno dei farmaci più utilizzati nella pratica clinica per il trattamento 

dell’ipogonadismo secondario e dell’infertilità maschile, sebbene questa seconda 

indicazione sia un uso off-label. È importante però sottolineare che il trattamento con 

clomifene presenta anche effetti indesiderati, tra cui cefalea, alterazione dell’umore, 

disturbi visivi e ginecomastia. Sono anche stati paradossalmente descritti rari casi di 

peggioramento della spermatogenesi, paradosso probabilmente spiegato dal fatto che 

il clomifene è venduto normalmente come miscela racemica ed uno dei suoi isomeri, 

il zuclomifene, è stato visto avere effetti come agonista del recettore estrogenico. Negli 

ultimi anni, infatti, si è avuto un particolare interesse per l’enclomifene [211], l’altro 
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isomero del clomifene. Esso è caratterizzato da un’attività antiestrogenica più selettiva 

e, in alcuni studi, si è dimostrato capace di aumentare i livelli di testosterone 

preservando contemporaneamente la spermatogenesi, per quanto siano necessari 

studi ulteriori per definirne il ruolo nel trattamento dell’ASIH. 

L’ultima classe di farmaci utilizzati nel recupero della spermatogenesi sono gli inibitori 

di aromatasi (AIs), tra cui ricordiamo anastrazolo e letrozolo. Essi funzionano inibendo 

l’enzima aromatasi, che converte il testosterone in estrogeni a livello dei testicoli, del 

fegato, del cervello e del tessuto adiposo [213]. Dato che gli estrogeni sono mediatori 

indiretti della soppressione dell’asse HPG, l’inibizione dell’aromatasi risulta infine in un 

aumento della produzione di gonadotropine. Sono quindi usati per migliorare la fertilità 

e i sintomi dell’ipogonadismo negli uomini, per quanto questo sia un uso off label. Sono 

principalmente usati in soggetti con un rapporto testosterone/estradiolo (T/E) basso o 

con aumentata aromatizzazione periferica. In questi soggetti hanno dimostrato di 

essere capaci di migliorare il rapporto T/E ed anche alcuni parametri seminali [214], 

soprattutto in persone affette da oligozoospermia. Possono essere inoltre prescritti 

insieme a testosterone esogeno o hCG, in modo da mitigare gli effetti avversi di 

iperestrogenemia o ginecomastia. Tuttavia, le evidenze relative al loro impiego 

nell’ipogonadismo ed infertilità associati all’utilizzo di AAS rimangono limitate. Sono 

infatti disponibili pochi studi ed in essi questi farmaci sono spesso usati in aggiunta ad 

altre terapie, come hCG o SERMs, rendendo difficile valutarne il contributo specifico. 

Oltre a questi trattamenti volti a favorire il recupero della funziona riproduttiva, sono 

stati proposti diversi approcci preventivi, in modo da preservare la spermatogenesi 

durante l’esposizione al testosterone esogeno. In particolare, vengono utilizzate basse 

dosi di hCG in concomitanza al testosterone, che si sono dimostrate in grado di 

mantenere la produzione di testosterone intratesticolare e sostenere la 

spermatogenesi, anche in presenza di soppressione delle gonadotropine endogene 

[216]. Un altro approccio consiste nell’utilizzo di formulazioni di testosterone a breve 

durata d’azione, come quella intranasale Natesto [215], che ha la capacità di 

mantenere livelli relativamente normali di LH ed FSH. Queste strategie sono però 

utilizzate principalmente durante la terapia sostitutiva del testosterone, piuttosto che 

nell’ambito dell’abuso di AAS. 
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6.3 Altri effetti avversi dell’abuso di AAS 

 Oltre alle problematiche derivanti dalla soppressione dell’asse HPG, tra cui 

ipogonadismo ed infertilità, l’abuso di AAS è associato anche a molti altri effetti avversi, 

che coinvolgono diversi organi e apparati (Figura 13). La gravità di questi ultimi 

dipende molto dal tipo di composto utilizzato, dal dosaggio, dal tempo di esposizione 

e dalla predisposizione individuale. 

 

 

 
Figura 13: Panoramica degli effetti avversi potenzialmente causati dagli AAS, con classificazione della 
loro probabilità in base all’opinione degli autori. ∗ = specifici per gli uomini, † = specifici per le donne 
[217] 

 

Tra questi abbiamo la ginecomastia, definita come la crescita del tessuto ghiandolare 

del petto [218]. La causa di questa condizione è ormonale e deriva da uno squilibrio 

tra la concentrazione di androgeni e quella di estrogeni. In particolare, abbiamo una 

deficienza di androgeni ed un eccesso di estrogeni, che possono essere assoluti o 

relativi. Durante un ciclo con AAS, ne vengono somministrate dosi elevate, che 

risultano in un aumento dell’azione estrogenica in seguito ad aromatizzazione, 
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causando ginecomastia. Tuttavia, l’aumento è di entità proporzionalmente minore con 

l’aumentare delle dosi, a causa della saturazione dell’aromatasi. Per quanto non siano 

approvati per il trattamento della ginecomastia, i farmaci antiestrogenici come gli AIs e 

i SERMs sono utilizzati off label per trattare questa condizione. Un altro effetto avverso 

molto comune in seguito all’utilizzo di AAS è l’eritrocitosi o policitemia, ovvero un 

aumento dell’ematocrito o dell’emoglobina. È un effetto dose-dipendente ed è il più 

comune negli uomini anziani in terapia sostitutiva con testosterone. Il meccanismo non 

è completamente compreso, si ipotizza che con la somministrazione di testosterone ci 

sia la creazione di un nuovo punto di equilibrio tra emoglobina ed eritropoietina, con 

contemporanea soppressione dell’epcidina, un inibitore dell’assorbimento intestinale 

di ferro [219]. L’incidenza di questo effetto avverso dipende anche dalla formulazione 

di testosterone utilizzata: le iniezioni intramuscolari a breve durata di azione sono infatti 

associate ad un’incidenza più alta di eritrocitosi rispetto alle formulazioni a come gel, 

cerotti transdermici e iniezioni intramuscolari a lunga durata d’azione [220]. Tuttavia, 

questi dati si riferiscono alla terapia sostitutiva del testosterone e probabilmente non 

sono significativi nel contesto dell’abuso di AAS. Un aumento dell’ematocrito è una 

condizione clinicamente rilevante, in quanto è correlato ad una più elevata viscosità 

del sangue e di conseguenza maggior incidenza di eventi tromboembolici. Per quanto 

riguarda gli utilizzatori di AAS, inoltre, il rischio potrebbe essere aggravato da altri effetti 

dannosi come quelli sui lipidi ematici o sulla struttura e funzionalità cardiaca. Alcune 

persone utilizzano asprina per trattare questa problematica. Essa non riduce i livelli di 

ematocrito ma agisce come anticoagulante, riducendo presumibilmente il rischio di 

trombosi. Tuttavia, il suo utilizzo a lungo termine può portare ad effetti collaterali, anche 

gravi. È noto che gli AAS esercitino un effetto dannoso anche sul fegato, in particolare 

quelli 17α-alchilati. Essi portano infatti ad un aumento degli enzimi epatici aspartato 

aminotransferasi (AST) e alanina aminotransferasi (ALT), oltre che dell'enzima lattato 

deidrogenasi e alla gamma-glutamil transpeptidasi (GGT). A volte si manifestano 

anche ittero e prurito, che fanno presupporre un aumento della bilirubina. Altri studi 

hanno documentato casi di carcinoma epatocellulare, adenoma e peliosi epatica in 

associazione all’uso di AAS. Il meccanismo di tossicità si ipotizza che derivi 

dall’attivazione del recettore androgenico, con conseguente produzione di reattivi 

dell’ossigeno e quindi danno epatico [221]. I marcatori AST, ALT e lattato deidrogenasi 

subiscono un aumento anche in risposta all’esercizio fisico e rimangono elevati per 
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circa 7 giorni. Quindi, considerando una media di 3-6 sessioni di allenamento da parte 

degli utilizzatori di AAS, l’interpretazione dei risultati richiede attenzione. Tuttavia, 

l’aumento di GGT non dipende dall’esercizio fisico, ma è indicatore di malattia epatica 

colestatica [222]. L’aumento complessivo di questi marcatori sierici, quindi, dovrebbe 

essere interpretato come segno di danno epatico. Tra gli effetti avversi più rilevanti 

abbiamo anche quelli a carico dell’apparato cardiovascolare. Diversi studi hanno infatti 

evidenziato un aumento della mortalità e della morbilità cardiovascolare negli 

utilizzatori di AAS rispetto alla popolazione generale, con maggior rischio di 

cardiomiopatia, fibrillazione atriale ed altre patologie. Le alterazioni cardiache coinvolte 

possono essere sia di tipo strutturale, con aumento della massa ventricolare sinistra, 

inspessimento della parete posteriore e del setto intraventricolare, che funzionali, 

soprattutto nella diastole, come una ridotta capacità di rilassamento del ventricolo 

sinistro e maggior rigidità della parete cardiaca [223]. Anche la funzione sistolica può 

essere compromessa. Alcune evidenze dimostrano che queste alterazioni possano 

essere, almeno in parte, reversibili dopo la sospensione degli AAS, ma non è ancora 

del tutto chiaro se esposizioni prolungate o cicli ripetuti possano dare danni 

permanenti. Gli AAS sembrano essere associati anche ad un aumento dei valori 

pressori. Sebbene non tutti gli studi abbiano osservato questo effetto, le evidenze più 

solide sembrano suggerire che l'uso di queste sostanze possa determinare un 

aumento della pressione arteriosa sistolica e diastolica. I meccanismi non sono 

completamente chiariti, ma sembrano coinvolgere fenomeni di vasocostrizione e il 

sistema renina-angiotensina-aldosterone [226]. Spesso gli AAS si associano anche ad 

alterazioni del profilo lipidico, considerate uno dei meccanismi principali attraverso cui 

queste sostanze aumentano il rischio cardiovascolare. In particolare, diversi studi 

hanno evidenziato una riduzione dei livelli plasmatici di colesterolo HDL [227], 

soprattutto nel caso degli AAS 17α-alchilati, e un aumento di quello LDL. Queste 

modificazioni portano ad un maggior rischio di sviluppo dell’aterosclerosi. Non sono 

ancora certi i meccanismi responsabili, ma sembrano coinvolgere un aumento 

dell’attività della lipasi epatica [227], che contribuisce al catabolismo delle HDL. In 

generale, le alterazioni a livello lipidico risultano più marcate con le formulazioni orali 

di AAS rispetto a quelle iniettabili, e sembrano comunque reversibili dopo la 

sospensione del trattamento. L’abuso di AAS è associato anche a diverse 

manifestazioni neuropsichiatriche, che sono probabilmente bidirezionali, infatti, da un 
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lato avviene il ricorso a queste sostanze proprio a causa di condizioni psichiatriche 

come la dismorfia muscolare [224], dall’altro lato l’esposizione a dosi sovrafisiologiche 

di androgeni può portare a sintomi neuropsichiatrici. Tra essi abbiamo euforia, 

aumento dell’energia e della libido, irritabilità, aggressività e alterazioni cognitive. In 

alcuni casi sono stati osservati anche stati di mania e sintomi psicotici [225]. I 

meccanismi non sono ancora completamente chiari, ma sembrano coinvolgere 

modificazioni a livello dei sistemi neurotrasmettitoriali ed alterazioni di aree cerebrali 

coinvolte nella regolazione delle emozioni. Alcune manifestazioni, inoltre, possono 

anche comparire o aggravarsi dopo la sospensione dell’utilizzo degli AAS. In questa 

fase possono infatti comparire sintomi depressivi, ansia e perdita di motivazione. 

Anche gli effetti renali sono stati oggetto di attenzione, sebbene le evidenze disponibili 

risultino meno solide. Alcuni studi hanno osservato un aumento dei livelli sierici di 

creatinina, la cui interpretazione risulta però complessa, poiché gli utilizzatori di tali 

sostanze fanno spesso ricorso ad una supplementazione con creatina [228]. Altri studi 

hanno invece evidenziato un aumento di marker potenzialmente indicativi 

dell’alterazione della funzionalità renale, come albuminuria e proteinuria [229]. In 

soggetti con storia di abuso prolungato di AAS sono anche stati descritti casi di 

glomerulosclerosi focale segmentaria [230], caratterizzata da danno glomerulare e 

perdita di proteine con le urine. È stato visto un miglioramento di questi parametri dopo 

la sospensione degli AAS, suggerendo un possibile ruolo causale di queste sostanze. 

Nonostante ciò, il numero limitato di studi e la presenza di molti fattori confondenti non 

consentono di definire con certezza il nesso tra queste sostanze e il danno renale 

cronico. L’abuso di AAS è associato anche ad effetti dermatologici, tra cui acne e 

alopecia androgenetica. L’acne è una delle manifestazioni più comuni e sembra essere 

dovuta all’aumento della produzione di sebo mediata dagli androgeni [231], oltre che 

da un’alterazione della normale cheratinizzazione follicolare. Anche l’alopecia 

androgenetica può essere favorita dall’uso di AAS, soprattutto nei soggetti 

geneticamente predisposti. Essa è correlata all’azione degli androgeni, soprattutto del 

DHT, sui follicoli piliferi del cuoio capelluto [232]. Gli AAS possono avere influenza 

anche sulla prostata e, per molti anni, è stato ipotizzato anche un legame tra 

l’esposizione agli androgeni e lo sviluppo di carcinoma prostatico. Tuttavia, ad oggi le 

evidenze disponibili non mostrano una chiara associazione, sebbene alcuni studi 

abbiano osservato lievi aumenti nei livelli di antigene prostatico specifico durante i cicli 
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di assunzione [233]. Infine, sebbene l’uso di AAS sia più frequente negli uomini, 

ricordiamo che anche un numero crescente di donne ricorre a queste sostanze. Nelle 

donne, oltre alle alterazioni della funzione riproduttiva, gli AAS posso indurre 

virilizzazione, a causa dell’aumento della concentrazione di androgeni. Tra le 

manifestazioni più frequenti abbiamo irsutismo, clitoridomegalia e abbassamento del 

tono della voce [234]. L’irsutismo è generalmente reversibile dopo sospensione [235], 

mentre gli altri effetti possono essere anche permanenti. Questi effetti sono 

particolarmente rilevanti anche perché possono comparire dopo brevi periodi di utilizzo 

degli AAS e avere un notevole impatto sulla vita delle utilizzatrici.   

 

 In conclusione, l'abuso di AAS rappresenta una problematica sanitaria 

complessa. Infatti, la profonda interferenza con i meccanismi di regolazione dell'asse 

HPG può determinare conseguenze riproduttive ed endocrine anche durature, a cui si 

associano anche numerosi effetti a livello di altri organi e apparati. Risulta quindi 

fondamentale, in futuro, arrivare ad una migliore comprensione dei meccanismi 

molecolari coinvolti nella soppressione dell'asse e nei processi di recupero, in modo 

sia da ottimizzare la gestione clinica dei soggetti affetti da ASIH, che per sviluppare 

strategie di prevenzione e informazione volte a contrastare l'uso non terapeutico di 

queste sostanze. 
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