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INTRODUCCION

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), un millon de personas contraen
una infeccion de transmision sexual (ITS) por dia. Las ITS ademas de producir efectos
inmediatos pueden conllevar a consecuencias graves entre ellas la infertilidad o la
transmisiéon de infecciones de la madre al nifio (OMS., 2016). La infeccion genital por
Chlamydia trachomatis (Ct) es la causa mas comun de las ITS en todo el mundo
teniendo un efecto significativo en la reproduccion humana (Sarah y col., 2011).
Mycoplasma hominis (Mh) 'y Ureaplasma urealyticum (Uu) son a menudo
concomitantes de Ct (Castellano y col., 1996) y han sido estrechamente relacionados
por diferentes autores con perturbaciones perinatales, enfermedad ginecoldgica y
enfermedades que afectan la salud reproductiva de mujeres (Kong y col.,1999) y
hombres (Wang y col., 2006).

El factor inmunolégico mas frecuentemente involucrado en infertilidad es la presencia
de anticuerpos antiespermaticos (ASA, por sus iniciales en inglés), que se asocia con
un 10-25% de los casos de infertilidad (Bronson., 1999). Estos anticuerpos pueden
encontrarse tanto en la mujer como en el hombre, y pueden afectar diferentes eventos
del proceso de fecundacién. Las infecciones genitales, tanto en hombres como en
mujeres, han sido propuestas como inductoras de ASA. Por otra parte, las infecciones
en el tracto genital producirian un estado de inflamacién que alteraria el ambiente
tolerogénico pudiendo inducirse una respuesta inmune hacia antigenos espermaticos.
Asimismo, se produciria un cambio en las poblaciones leucocitarias presentes en el
tejido junto con la produccién de mediadores inflamatorios, como citoquinas y
quemoquinas, entre otros, que podria alterar la funcionalidad espermatica y/o la
receptividad uterina.

Por todo lo expresado anteriormente y teniendo en cuenta que no se conocen
exactamente los mecanismos por los cuales las infecciones genitales contribuirian a la
infertilidad es que se propone investigar el rol de los factores inmunoldgicos como
potenciales causas de infertilidad.

OBJETIVOS

Detectar infecciones por Chlamydia trachomatis (Ct), Mycoplasma hominis
(Mh) y Ureaplasma urealyticum (Uu) en pacientes infértiles.
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Caracterizar la expresion de citoquinas y factores de transcripcion de linfocitos
T (LT) en muestras de semen y lavado vaginal de pacientes infértiles con y sin
infecciones genitales

Analizar la presencia de ASA en muestras de lavado vaginal y plasma seminal
en pacientes infértiles con y sin infecciones

Establecer posibles relaciones entre el perfil de respuesta inmune hallado en
los pacientes con infecciones genitales y la infertilidad

METODOLOGIA

Se realizé un estudio observacional transversal que consistié en la deteccion de Ct,
Mh y Uu en 166 pacientes infértiles. Tanto la toma de muestra como los analisis
bacteriolégicos correspondientes fueron realizados en el Laboratorio Central del
Hospital lturraspe de la ciudad de Santa Fe. El diagndstico de Ct se realizé mediante
PCR vy la deteccion de Mhy Uu se realizé6 mediante cultivos en medios adecuados.

Por otro lado, el estudio del perfil inmunolégico se realizé sobre un total de 86
muestras, las cuales se clasificaron en 3 grupos:

Infértiles sin infecciones (ISI) (grupo de pacientes con diagndstico negativo para las
tres infecciones: Ct, Mh, Uu): n=34, 17 femeninos (f) y 17 masculinos (m).

Infértiles con infecciones (ICl) (grupo de pacientes cuyo diagndstico fue positivo para
al menos una de las tres infecciones (Ct, Mh, Uu): n= 35, 8 positivos para Ct (7f y 1m),
12 positivos para Mh (12 f), y 15 positivos para Uu (6f y 9m).

Fértiles sin infeccién (FSI) (grupo de pacientes cuyo diagnéstico fue negativo para las
tres infecciones (Ct, Mh, Uu) n=17 (17 f).

Las muestras fueron centrifugadas a 2000g por 5 minutos a temperatura ambiente. El
pellet celular fue resuspendido en trizol™ y almacenado a -80°C para la determinacion
de citoquinas, mientras que el sobrenadante se conservé y almacené a -20°C para
analisis de ASA. A partir del pellet celular conservado a —80°C se purific6 ARN con
trizol™, segun instrucciones del fabricante y luego se retrotranscribié utilizando la
enzima M-MLV y hexanucleétidos al azar. Se amplificaron secuencias de interés a
partir del ADNc obtenido mediante PCR en tiempo real, utilizando oligonucledétidos
especificos. La cantidad de ARN se normalizé con el gen de expresion constitutiva, -
actina y la cuantificacion se realizé en forma relativa respecto al grupo control.

Por otro lado se evalué la presencia de anticuerpos antiespermaticos de tipo IgG, IgA,
IgM mediante la optimizacion de un ELISA indirecto, empleando como antigeno un
lisado de espermatozoides obtenidos de 5 pacientes con espermograma normal.
Como controles positivos, se emplearon sueros de pacientes con ASA determinados
previamente por la técnica de inmunobeads indirecta. Los anticuerpos unidos fueron
revelados mediante un anticuerpo (Ac) anti-IgA, IgM, IgG humano hecho en cabra
conjugado a peroxidasa (Ab-Cam) y utilizando el sistema H202/TMB.

Por ultimo se realiz6 una comparacién entre la informacion clinica disponible de los
pacientes (espermograma y exudado genital segun corresponda) y los resultados
obtenidos en relacion al perfil inmunolégico en presencia o ausencia de infecciones
genitales.

Para el andlisis estadistico se emple6é el programa GraphPad version 5.00 para
Windows (San Diego California USA, www.graphpad.com). Los datos fueron
comparados mediantes pruebas no paramétricas de Mann-Withney y de Kruskal-
Wallis. Para las variables categodricas se utilizé la prueba exacta de Fisher. Para el
analisis estadistico de los niveles de expresién se aplicd el método comparativo AACT



empleando el software REST-2009 (Relative Expression Software Tool, Qiagen,
Hilden, Germany, http://www.REST.de.com). Se considerd diferencia significativa
cuando el p<0,05.

RESULTADOS

Con respecto a la prevalencia de ITS en pacientes infértiles, se encontrd que el 72%
de los pacientes infértiles estudiados no estaban infectados con las ITS en estudio (Ct,
Mh y Uu). El 3% de los pacientes poseen infecciones mixtas de las cuales hay 1 con
Mh-Uu, y 2 con Ct-Mh y Ct-Uu. Del 5% de los pacientes que poseen Ct, 7 son
femeninos y 1 masculino. El 9% de los pacientes que poseen Mh corresponde a un
total de 15 femeninos y del 11% de pacientes que poseen Uu son 11 masculinos y 7
femeninos.

En la Tabla 1 se presentan los valores obtenidos de expresion relativa (R) de las
citoquinas analizadas: IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-17A, TGF-B1, IL-6 e IL-8, asi como de
los factores de transcripcion de LT: GATA3, RORyt, FOXp3 y Tbet, para los diferentes
grupos de pacientes. Ademas se indica el valor p y el error estandar (SE). Las flechas
indican un aumento o disminucién significativa de la expresion de citoquinas o factores

de transcripcion.

ISI/FSI ICICt/FSI | ICI Mh/FSI [ICI Uu (fem)/FSI[ ICICt/ISI | ICIMh/ISI [ICI Uu (fem)/ISI{ICI Uu (masc)/ISI
p 0.011 0.52 0.121 0.015 0.151 0.228 0.878 0.155
IFN-y | R 6.877 1\ 1.706 2.786 7.872 T 0.248 0.405 1.145 3.559
SE [0,535-84,932/0,128-22,952|0,272-28,510[ 0,952-65,183 (0,015-5,040(0,028-5,510| 0,127-9,706 | 0,238-148,122
p 0.161 0.746 0.474 0.119 0.468 0.5 0.622 0.649
TNF-a| R 2.416 1.321 1.561 3.688 0.547 0.646 1.526 0.642
SE (0,161-28,858|0,153-21,278|0,146-14,389| 0,445-29,62 [0,059-5,545(0,054-6,741| 0,224-11,253 0,120-6,944
p 0.018 0.748 0.05 0.096 0.14 0.538 0.766 0.197
IL-10 | R 4.768 1.285 3.215 T 3.706 0.269 0.674 0.777 2.142
SE [0,392-51,410/0,146-18,352|0,449-20,343| 0,590-22,666 | 0,023-3,7 [0,084-4,535 | 0,112-6,302 0,508-14,841
p 0.034 0.93 0.84 0.252 0.073 0.047 0.58 0.444
IL-17A| R 4.444 0.932 115 2.946 0.21 0‘259\l/ 0.663 0.603
SE [0,273-61,172| 0,06-20,016 | 0,075-16,03 | 0,326-31,433 (0,016-3,125(0,021-2,545| 0,091-4,436 0,106-2,679
p 0.111 0.433 0.476 0.426 0.587 0.25 0.006 0.319
TGF-B1]| R 0.323 0.466 0.579 2.324 1.443 1.793 7.2 T 0
SE | 0,023-8,555 |0,033-13,138| 0,04-13,979 | 0,207-56,08 |(0,176-5,825(0,366-10,219 0,997-28,492 0,111-67,649
p 0.02 0.118 0.221 0.509 0.919 0.407 0.262 0.976
IL-6 | R 5.911 5.41 3.075 2.101 0.916 0.52 0.356 1.03
SE (0,279-107,58,318-133-0990,113-92,010[ 0,075-35,554 [0,052-12,8070,029-9,797| 0,032-4,032 0,033-37,802
p 0.468 0.578 0.121 0.204 0.997 0.358 0.514 0.023
IL-8 | R 1.683 1.668 3.723 3.313 0.991 2.213 1.969 8.589 1\
SE |0,102-32,7700,081-26,069|0,135-96,974| 0,275-42,114 [0,037-20,8690,061-64,019 0,128-26,8 0,338-198,48
p 0.162 0.974 0.619 0.087 0.371 0.094 0.476 0.689
GATA3| R 3.4 1.037 0.638 8.523 0.304 0.187 2.498 0.587
SE P,123-102,0750,013-94,386|0,014-19,941| 0,250-256,167 [0,003-22,754 0,005-6,269( 0,079-79,478 0,02-7,047
p 0.001 0.087 0.187 0.028 0.347 0.035 0.857 0.295
RORyt| R 12.289 5.919 2.904 10.723 0.483 0.236 0.873 2.412
SE [1,333-143,0140,514-77,694/|0,277-54,808| 1,203-116,304 |0,028-7,466(0,023-2,996( 0,08-13,028 0,227-27,581
p 0.009 0.765 0.255 0.003 0.271 0.147 0.334 0.392
FOXp3| R 4.903 1.327 1.723 12.279 T 0.271 0.351 2.72 0.154
SE {0,524-50,913|0,156-23,360] 0,273-9,817 | 1,262-139,618 (0,010-8,252(0,038-3,077 | 0,157-47,897 0,004-20,054
p 0.004 0.802 0.829 0.2 0.068 0.032 0.31 0.847
hTbet | R 8.7 1\ 1.242 1.149 2.823 0.143 0.132\l/ 0.324 0.854
SE P,488-175,0910,158-19,062| 0,107-11,46| 0,37-18,87 |0,006-2,933|0,005-2,867| 0,019-3,568 0,06-12,691

Tabla 1: Expresion relativa de citoquinas y factores de transcripcion de LT.


http://www.REST.de.com/

Se observé que en ausencia de infeccion las mujeres infértiles presentan niveles
elevados de citoquinas (INF-y, IL-10, IL-17A, IL-6) particularmente proinflamatorias, lo
que se correlaciona con un aumento de la expresion de factores de transcripcion Tbet,
Foxp3, RORyt. Sorprendentemente, entre los pacientes infértiles, la infeccion con Mh
disminuye significativamente la citoquina proinflamatoria IL-17A y los factores de
transcripcion RORyt y Tbet.

No se observan alteraciones en la expresion de citoquinas en pacientes femeninos
infértiles con infeccidon por Ct al compararlo tanto frente al grupo de FSI como a ISI.
Con respecto al grupo femenino de ICI por Uu, se puede observar un incremento
significativo de TGF-B1 respecto al grupo control ISI femenino, lo cual no se observa
para los masculinos que poseen la misma infeccién, los que muestran solo un
incremento significativo de la citoquina proinflamatoria IL-8 respecto de su grupo
control (ISI masculinos).

El analisis de ASA mediante ELISA indirecto arrojé6 que un 8% de las muestras de
pacientes femeninos ICl posee ASA, asi como también un 11% de las muestras del
grupo ISI. Sorprendentemente se registré6 que un 17% de FSI-f presenta ASA. Con
respecto a las muestras de masculinos, un 10% del grupo ICI presentdé ASA, a
diferencia del grupo de ISI que sélo arrojé un 5,88%.

El andlisis estadistico no mostré correlaciéon entre ASA e infertilidad o infecciones.
Respecto a las correlaciones realizadas, se observé una asociacién significativa entre
el tipo de infeccidn y el sexo del paciente, particularmente entre las infecciones por Mh
con el sexo femenino vy las infecciones por Uu con el sexo masculino. No se
observaron correlaciones significativas entre los parametros espermaticos ni las
caracteristicas de los exudados vaginales respecto a las infecciones estudiadas.

Los resultados expuestos permiten inferir que la infertilidad se asocia con un
incremento de varias citoquinas proinflamatorias, en ausencia de infeccién. Asimismo
se observo que las infecciones tienden a disminuir los niveles de estas citoquinas en
pacientes infértiles. Particularmente se observaron alteraciones significativas en la
expresion de citoquinas en pacientes infértiles con infecciéon por Mh y Uu. En conjunto
estos resultados sugieren que la alteracion de citoquinas en el tracto genital femenino
y masculino puede estar asociada con infertilidad.
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