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RESUMEN
Q.C.B. Salomon Alvarez Cuevas Fecha de Graduacion: Diciembre, 2007

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo: Valoracion de los niveles de lipoperoxidacion en liquido seminal de
hombres infértiles con infeccidn genital por Chlamydia trachomatis y micoplasmas
genitales y su correlacion con el dafio en el ADN y la apoptosis espermatica

Numero de paginas: 76 Candidato para obtener el grado de
Maestro en Ciencias con Orientacién Termina en Morfologia

Area de estudio: Patologia de la Reproduccion

Propésito y Método de Estudio: La asociacién de gérmenes mas observada en infecciones
genitales es entre Chlamydia trachomatis (Ct) y Micoplasmas genitales (MY), particularmente
Ureaplasma urealyticum.

Esta documentado que un incremento en el nimero de espermatozoides que entran en proceso apoptoético
durante la inflamacion del tracto genital masculino, puede estar asociado con los niveles elevados de
especies reactivas de oxigeno (ROS). El dafio en el DNA espermatico se ha asociado a la presencia de
agentes infecciosos; la estructura de la cromatina espermatica y la integridad del DNA tienen una
influencia crucial en el proceso de fertilizacién. Saleh(2002), Zini(2002), Virro(2004).

Fueron estudiados 37 pacientes con prueba de IFD positiva para Ct (MicroTrack, Trinity Biotech,
Wicklow, Irlanda) y/o positivos para MY (Mycoplasma IST; Biomerieux, Lyon, Francia), se agruparon de
acuerdo a los resultados microbiologicos MY (+), Ct (+), Ct y MY (+); también fueron estudiados 11
individuos sanos normozoospermicos y con pruebas microbioldgicas negativas; a todos los individuos se
les realiz6 un seminograma completo de acuerdo a lo estipulado por la OMS, ademas de la determinacion
del grado de apoptosis espermatica valorando la translocacion de la FS (APOAC, AnnexinV-Cy3, Sigma, St
Louis, USA) y la determinacion del grado de fragmentacion del DNA espermatico (SCD; INDAS, Madrid,
Espafia).

Contribuciones y Conclusiones: Los porcentajes promedio de células con DNA fragmentado en

el grupo MY+ fue de 14.500 £6.364%, en el grupo Ct+ se observé un valor de 23.145 +10.463%, mientras
que en el grupo Ct+y MY + se presentd un valor promedio de 27.408 £11.187%, estos dos Ultimos grupos
presentaron diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) al compararlos con el grupo control ya que
en los individuos sanos el valor fue de 18.364+7.553, los valores de MDA formado por la
lipoperoxidacion celular al comparar con el grupo control no presentaron diferencia estadisticamente
significativa en ninguno de los grupos, los porcentajes promedio de células apoptoticas fueron en el grupo
MY+ 25.000 £2.828%, en el grupo de Ch+ fue de 20.091 £3.590%, mientras que en el grupo Ch+y MY+
fue de 22.500 +5.611%, en los tres grupos se presento diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) al
comparar con el grupo control sano que presento un porcentaje promedio de 13.364 £3.931%.
Los niveles altos de rupturas en el ADN se asociaron a la presencia de Chlamydia trachomatis y
micoplasmas genitales que en combinacién tuvieron un efecto sinérgico como inductores de Dafio en la
estructura del ADN. La composicion molecular de la membrana de los géneros bacterianos Chlamydia
trachomatis y Mycoplasma spp., podrian ser inductores directos de la apoptosis espermatica,
comprobamos que estos géneros bacterianos si aumentan el grado de apoptosis en los pacientes estudiado.
Existe una asociacion entre los niveles altos de apoptosis espermatica con la infeccion seminal por
Chlamydia trachomatis y micoplasmas genitales.

Firma del Director de Tesis

Dra. Med Maria Guadalupe Gallegos Avila
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Infertilidad masculina e infeccion genitourinaria

La infertilidad conyugal es un problema de magnitud creciente, en el que un alto
porcentaje de casos permanecen sin resolverse a pesar de los grandes avances médicos y
tecnoldgicos aplicados a la biologia de la reproduccién.

El CDC menciona que del 20 al 35% de las parejas que desean procrear su
primer hijo no pueden lograrlo y se estima que el factor masculino es responsable de un
30 a un 50% de esos casos (Center for Disease Control: CDC, 2000).

En muchos de los casos el origen de la infertilidad masculina no esta
identificado.

Existen una gran cantidad de factores nocivos para la funcion espermatogénica y
de las glandulas anexas del aparato reproductor masculino que pueden estar presentes
simultdneamente agravando el cuadro de alteraciones seminoldgicas. Dentro de las

alteraciones que se han descrito como causa de problemas reproductivos en el varén se
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encuentran los defectos genéticos o congenitos como la agenesia del conducto deferente
asociada al gen de la fibrosis quistica, las cromosomopatias y la criptorquidia.

Los estudios poblacionales de parejas que presentan problemas de infertilidad o
esterilidad, han revelado notables variaciones en la frecuencia de anormalidades
cromosOmicas. Esto se puede deber a los criterios de seleccion para el estudio
citogenéticos o al mayor o menor grado en el control que se tenga en cada poblacion
sobre variables ambientales tales como las infecciones, capaces de ocasionar infertilidad
o esterilidad.

Torres y colaboradores estudiaron 258 pacientes infértiles de los cuales el 42 %
presentaron alteraciones cromosémicas, principalmente variaciones numéricas. (Torres
et al, 2002).

La exposicion a calor, plomo, agropesticidas, anestésicos, quimioterapicos y
radiacion, ya sea por habitos y costumbres o como contaminantes en el ambiente, van
asociados a lesién gonadal con atrofia testicular y conducen a infertilidad.

Algunas entidades clinicas como el varicocele, la orquitis y la epididimitis son
condiciones que con frecuencia estan presentes en varones que se evaltan clinicamente
por infertilidad, estas condiciones se asocian muy constantemente a infecciones de tipo
inespecificas de la via seminifera (Van der Ven et al, 1998; Hauser et al, 2005; Biase et
al, 1992; Torres et al, 2002).

Una de las causas potenciales de infertilidad masculina es la infeccion
sintomatica o asintomatica del tracto urogenital.

Las infecciones del tracto urinario (uretritis, epididimitis, orquitis, prostatitis) y
de las glandulas accesorias masculinas, esta relacionada con alteraciones en el potencial

fértil del varon (WHO, 1999).
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En muchas ocasiones la leucocitospermia no es una constante que ilustre el grado
de infeccion o lesiones inflamatorias presentes, por lo que aun se duda que las
infecciones de la via seminifera tenga un impacto negativo sobre la fertilidad del
hombre.

La investigacion del dafio molecular asociado a la produccién de moléculas
nocivas, ha permitido confirmar que la presencia de leucocitos se asocia a dafios
subcelulares que interfieren con la capacidad fecundante del espermatozoide.

En las ultimas décadas se ha registrado un incremento en las infecciones del
tracto genital femenino y masculino por Chlamydia trachomatis y Ureaplasma
urealyticum, gérmenes inespecificos transmitidos por contacto sexual y responsables
de casi el 60% de las uretritis no gonocécicas (Hellstrom et al, 1992; Wang et al
2003).

Las infecciones del tracto genitourinario generalmente son de tipo ascendente
por lo que inician como una uretritis, la cual no se relaciona directamente con
problemas de infertilidad, pero al complicarse puede extenderse hacia érganos tan
importantes como la préstata y las vesiculas seminales provocando una
prostatovesiculitis.

La prostatovesiculitis esta asociada directamente con alteraciones
espermaéticas tales como la motilidad y vitalidad del espermatozoide, en algunos
casos el proceso infeccioso puede evolucionar hasta invadir epididimo y/o testiculos
causando una epididimoorquitis entidad clinica que causa importantes alteraciones
morfologicas y funcionales del espermatozoide.

Weidner y colaboradores en una revision bibliogréafica publicada en 1999

mencionan que Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum y Neisseria
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gonorrhoeae se encuentran entre las causas microbiologicas mas frecuentes de
uretritis.

Cuando esta presente un cuadro infeccioso e inflamatorio, principalmente de
tipo cronico afectando la préstata se observan alteraciones en la calidad espermatica a
nivel de la concentracién y motilidad de esta célula, estas alteraciones son
ocasionadas por la presencia de microorganismos en el liquido seminal y la
leucocitospermia (Weidner et al, 1999).

Chlamydia trachomatis es una causa importante de epididimoorquitis de tipo
aguda principalmente, como complicaciones se puede producir una estenosis del
conducto epididimal, reduccion de la concentracion espermatica y en un grado mayor
de la infeccion se puede causar la azoospermia.

La orquitis es una lesion inflamatoria del testiculo asociada con un exudado en
el cual predomina la presencia de leucocitos, la clasificacion de la orquitis esta dada
por el agente etioldgico que la produce.

Chlamydia trachomatis es el agente causal de la orquitis bacteriana aguda,
esta patologia puede ocasionar alteraciones en el proceso normal de la
espermatogénesis y ademas de alteraciones en el nimero y la calidad del
espermatozoide, esto es causado por los cambios morfofuncionales de los tabulos
seminiferos testiculares ocasionados por el proceso inflamatorio cronico (Weidner et
al, 1999).

Las infecciones del tracto genitourinario masculino que generalmente se
asocian a problemas de infertilidad son aquellos problemas infecciosos cronicos, mal
diagnosticados o tratados insuficientemente; esto se viene confirmando en la consulta

clinica diaria, la cual expone que dentro de los procesos infecciosos mas comunes se
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encuentran aquellos generados por gérmenes atipicos y de diagndéstico complicado

por técnicas de uso comun en el laboratorio clinico.

1.2 Infertilidad Masculina e Infeccion por Chlamydia trachomatis

Desde fines de la década de los afios ochenta, C. trachomatis, es reconocida
como el reto mas grande para la reproduccion humana y el microorganismo
sexualmente trasmitido de mayor frecuencia en paises industrializados (Paavonen et
al, 1989, Paaven et al, 1999; Westrom et al 1990).

La Clamidiosis es un problema infeccioso que aun en estos dias, puede pasar
desapercibida, no se cuenta con el conocimiento y el entrenamiento adecuado para su
diagnostico y medicar la terapéutica adecuada, por la falta de conocimiento que existe
puede ser que este problema infeccioso se considere como un serio problema de salud
publica.

La infeccion por Chlamydia es la principal causa de subfertilidad en mujeres y
en varones. Se cree que el mecanismo por el cual esto ocurre es la via de la reaccion
inflamatoria asociada con la infeccion.

En el varén, la infeccion por Chlamydia se asocia con epididimitis y/o
prostatitis que puede llevar a estenosis del sistema de conductos, orquitis o una
funcién inapropiada de las glandulas accesorias (Purvis et al, 1995).

Por otro lado, se ha reportado que la Clamidiosis es la enfermedad de

transmision sexual mas frecuente en mujeres jovenes también se ha mencionado en
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algunos reportes de los afios 80°s que C. trachomatis estaba presente en el 71% de los
casos de infertilidad masculina (Ostaszewska et al, 1998).

Actualmente Chlamydia trachomatis esta reconocida como causa importante
de infecciones del tracto genitourinario. Dentro de las alteraciones con las que se
asocia a esta bacteria se encuentran las invasiones uretrales, infeccione en epididimo
y/o préstata, y cuando la infeccion se complica puede afectar testiculo, todo esto tiene
como consecuencias alteraciones significativas en la funcién normal del tracto
reproductivo y sus glandulas sexuales accesorias, alteraciones que comunmente
disminuyen la capacidad reproductiva del varén.

Aungue no se conocen con exactitud los mecanismos etiopatogénicos por los
que este germen deteriora la fertilidad del hombre al infectar el tracto urogenital, se
ha reportado su adherencia y penetracion al citoplasma del espermatozoide (Custo et
al, 1989; Wolner-Hanssen et al, 1984), condicion que podria ser un factor para que se
presenten disminucion en la capacidad fecundante de la célula espermatica.

El cuadro caracteristico de las infecciones genitales causadas por C.
trachomatis es que son inespecificas, son poco sintomaticas por lo que generalmente
pasan desapercibidas. La infeccién se mantiene oculta por mucho tiempo provocando
una patologia inflamatoria crénica de los 6rganos del aparato reproductor que puede
traer como consecuencia infertilidad (Erbengi, 1993; Westrom, 1998; Greendale
1993).

Chlamydia trachomatis existe en dos estadios: la fase infecciosa es
extracelular pero metabolicamente inactiva, éste es llamado cuerpo elemental (EB) el

cual se alterna con la fase intracelular reproductiva y metabdlicamente activa, esta
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fase es llamada cuerpo reticular (RB), en esta fase la bacteria utiliza la maquinaria
intracelular de la célula huésped para reproducirse.

Se han realizado una variedad de estudios en los cuales la co-incubacion de
Chlamydia trachomatis con células espermaticas induce en un grado alto la
disminucion en la motilidad espermatica ademas de inducir una muerte prematura de
estas células (Hosseinzadeh et al, 2001).

Otros estudios se han enfocado en la co-incubacion de espermatozoides con
ciertas moléculas que forman parte de la bacteria, entre ellas se encuentran los
lipopolisacaridos (LPS), esto trajo como resultado conocer que estas moléculas de la
membrana bacteriana inducen la muerte de los espermatozoides (Hosseinzadeh et al,

2003).

1.3 Infertilidad Masculina e Infeccion por Micoplasmas Genitales

Sin duda, la asociacion de gérmenes mas observada en infecciones genitales
es entre Chlamydia trachomatis y bacterias de la familia Mycoplasmataceae,
particularmente Ureaplasma urealyticum.

Aunque han sido aislados en semen de hombres fértiles y aparentemente
sanos, especies de los micoplasmas genitales se ha asociado a la piospermia, las
uretritis no gonocacicas y la prostatitis (Kjaergaard et al, 1997).

Un genero que se encuentra dentro de la familia de estos gérmenes

corresponde al Ureaplasma urealyticum el cual es encontrado comdnmente en
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diferentes regiones del aparato genitourinario, siendo causa con alta frecuencia de
alteraciones en 6rganos como la uretra, prostata y epididimo.

En investigaciones clasicas de hace varias décadas se hace mencion de la
presencia de estos gérmenes y su relacion con la infertilidad, por ejemplo, est&
documentados que en los afios 70°s se reportd por primera vez la presencia de
Ureaplasma urealyticum en el tracto genital de una pareja infértil (Kundsin , 1970).

En estudios posteriores realizados por Gnarpe y Friberg observaron una alta
frecuencia de cultivos positivos en semen de pacientes infértiles (Gnarpe y Friberg,
1972). En investigaciones subsiguientes este mismo grupo de investigadores
demostraron por microscopia electronica de barrido, que los Micoplasmas se adhieren
a las membranas de los espermatozoides.

Recientemente un gran numero de autores han referido encontrar agregados de
particulas correspondientes a Ureaplasma urealyticum que se encuentran adheridos a
los espermatozoides o incluidos en su citoplasma (Fowlkes y cols., 1975; Busolo y
Zanchetta, 1984; Grossgebauer, 1984; Xu, 1997; Nunez-Colonge, 1998 ; Diaz y

Gallegos, 1999, Agarwal, A; Tamer, 2003).

1.4 Infertilidad Masculina y Presencia de Dafio en el ADN espermatico

La integridad del genoma paterno es de vital importancia para el inicio y

mantenimiento de un embarazo a término, la presencia en el embrion de ciertas

modificaciones como la fragmentacion del ADN procedentes del complemento
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gendmico paterno es incompatible con el desarrollo embrionario y fetal normal
(Sociedad Espafiola de Fertilidad).

La estructura de la cromatina espermatica y la integridad del ADN tienen una
influencia crucial en el proceso de fertilizacion.

La fragmentacion del ADN esperméatico es reconocida como una causa
importante de infertilidad. Probablemente la causa de infertilidad en varones con
parametros seminales normales se podria relacionar con la presencia de un ADN
anormal en el espermatozoide.

Al indagar las causas de infertilidad en pacientes con parametros seminales
normales, se ha reportado que este grupo de hombres tienen una alta fraccion de
espermatozoides con defectos en la cromatina y rupturas en el ADN, comparandolos
con hombres control fértiles (Erenpreiss et al, 2006).

Se ha tratado de dilucidar el origen de la fragmentacion del ADN espermatico
y su impacto en los aspectos reproductivos del varén. Diferentes grupos de
investigadores han realizado estudios en los que se ha encontrado correlacion entre
los valores alterados de la motilidad espermatica y la presencia de dafio en el ADN
del espermatozoide (Lopes et al, 1998b). También se ha mencionado que entre los
mecanismos de dafio en el ADN espermatico se encuentra la alteracion en el proceso
de la espermatogénesis.

Las modificaciones en el proceso normal de generacion de los
espermatozoides, podria resultar en defectos en el remodelado de la cromatina y
fragmentacion del ADN espermatico (Alvarez, 2003)

La presencia de roturas en el ADN podria ser indicativa de maduracion

incompleta durante la espermiogénesis. Para que se produzca el empaquetamiento de
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la cromatina del espermatozoide, es necesaria la actividad de nucleasas enddgenas
que corten y liguen el ADN durante su protaminacion, alteraciones en el control de
este proceso podrian resultar en roturas de ADN no reparadas (McPherson y Longo,
1992, 1993, 1993b).

También se puede producir la induccién de dafio del ADN en los
espermatozoides diferenciados maduros por espermatozoides inmaduros que
producen niveles altos de especies reactivas de oxigeno (ROS). Este dafio se
produciria después de la espermiacion durante la migracion de espermatozoides
maduros e inmaduros desde los tdbulos seminiferos al epididimo (Ollero et al, 2001).
Dado que los espermatozoides se encuentran en intimo contacto en los tubulos
seminiferos y el epididimo, y que la vida media de los ROS es del orden de nano o
microsegundos, esto facilitaria el dafio que los ROS podrian ejercer, ya sea directa o
indirectamente (activacion de endonucleasas) en el ADN de los espermatozoides.

Otro de los mecanismos por el cual se pueden generar las rupturas en el ADN
del espermatozoide es la activacion de caspasas y endonucleasas en espermatozoides
diferenciados, debido a factores fisico-quimicos.

En estudios realizados in vitro en los cuales la exposicion de espermatozoides
de raton a altas temperaturas (40°C) provoca un aumento significativo en el grado de
fragmentacion del ADN (Sailer et al, 1997).

Irvine y colaboradores demostraron que existe induccién de la fragmentacion
del ADN en espermatozoides de raton in vivo tras haber sido expuestos los testiculos
a un temperatura de 40°C (Irvine et al, 2000). Estos investigadores concluyeron que
el dafio observado podria haberse producido en espermatozoides diferenciados por un

mecanismo abortivo similar a la apoptosis.
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Se ha detectado que la dificultad para concebir se presenta en varones que
tienen una frecuencia de dafio en el ADN espermatico entre el 20 y el 40%.

Aunque el analisis del semen constituye un pilar esencial para la evaluacion
de la esterilidad, en muchos casos no permite detectar la presencia de alteraciones
finas en el espermatozoide. Es posible que la medicion de los parametros seminales
de rutina no siempre sean indicativos de la calidad del ADN del espermatozoide

(Agarwall y Allamaneci, 2005).

1.5 Infertilidad Masculina y Apoptosis Espermatica

La muerte por apoptosis, es una muerte fisiolégica que se puede presentar
porque el organismo requiere la muerte en particular de esa célula para su desarrollo,
0 bien porque sufri6 un dafio irreparable por lo que muere en beneficio del
organismo. En este caso la célula muere por la activacion de una serie de mecanismos
que provocan que no pierda la integridad de su membrana, y solo va a presentar
perdida de dicha integridad hacia el final del proceso (Evan y Littlewood, 1998).

La apoptosis espermatica descontrolada es un proceso que se suscita cuando
hay una descompensacion de los componentes celulares y del ambiente celular
circundarte, este mecanismo de muerte celular descontrolado se ha relacionado con
problemas de infertilidad masculina.

Convencionalmente, toda la muerte de los espermatozoides eyaculados es
considerada como resultado de la necrosis (Blanc-L B et al, 2000). Sin embargo, es

aceptado que la apoptosis es el mecanismo principal en la regulacién de la
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espermatogénesis y que en varones con parametros seminales anormales, la presencia
de espermatozoides marcados para Fas en el eyaculado es indicativo que esta
teniendo lugar una “apoptosis abortiva” (Sakkas et al, 1999).

El incremento en el nimero de espermatozoides que entran en proceso
apoptotico durante la inflamacion del tracto genital masculino, puede estar asociado
con los niveles elevados de ROS (Wang et al, 2003).

Dentro de los mecanismos de induccion de apoptosis, la composicion
molecular de microorganismos (presencia de porinas y lipopolisacaridos) como
Mycoplasma spp y Chlamydia spp; influye en los procesos apoptoticos del
espermatozoide, el factor que estimula la apoptosis puede ser el contacto directo con
la bacteria o sus productos, ain en ausencia de ROS (Georga et al, 2001; Satta et al,
2005).

Una de las caracteristicas que tiene la muerte por apoptosis en un organismo,
es que las células son fagocitadas para evitar la presencia de necrosis secundaria, por
lo que muchas veces se vuelve dificil detectar la presencia de apoptosis in vivo, a
menos que se busquen eventos que ocurren al inicio del proceso de muerte celular, los
cuales podrian ser considerados como marcadores tempranos (Strange et al, 1992).

Uno de los acontecimientos caracteristicos de la apoptosis es que en los
estadios tempranos se presenta perdida de la asimetria de la membrana
citoplasmatica.

Es bien sabido que la apoptosis es un proceso de muerte en el que la
integridad de la membrana se mantiene, lo cual significa que la caracteristica de ser
semipermeable esta presente, sin embargo se presentan cambios en su asimetria, tal es

el caso de la distribucién de la fosfatidilseina.
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La fosfatidilserina (FS) es una molécula fosfolipidica que en condiciones
normales se encuentra orientada hacia la cara interna de la membrana celular (Van
Engeland et al, 1996).

Cuando una célula entra en proceso de muerte por apoptosis, uno de los
eventos tempranos es la exposicion de fosfatidilserina hacia el exterior de la
membrana celular.

Debido al cambio en la asimetria de la membrana de células apoptoticas se
han desarrollado métodos que permiten detectar la presencia de fosfatidilserina en la
cara externa de la membrana celular.

La Anexina V, es una molécula que no es capaz de difundir a través de la
membrana, y tiene una alta afinidad por la fosfatidilserina, por lo que es muy
frecuente la utilizacion de Anexina V unida a diversos fluorocromos, para marcar e
identificar aquellas células que se encuentran en apoptosis.

Se ha utilizado como inductor de apoptosis la estaurosporina el cual es un
alcaloide microbiano. EI mecanismo por el que este farmaco induce apoptosis no esta
totalmente entendido, se refiere que este agente puede actuar por medio de la ruta
independiente de caspasas. (Kabir et al 2002).

La estaurosporina se ha utilizado como un inductor de apoptosis en diversas
lineas celulares a concentraciones de entre 1 pmol y 1mmol. Se han reportado
resultados que oscilaron entre el 35% y 50% de células apoptoticas, los maximos
niveles se observaron al utilizar el agente en concentracion es de 1 mmol (Eley et al

2005).
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1.6 Infertilidad Masculina y Especies Reactivas de Oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno son moléeculas que se producen normalmente
en células aerdbicas. Se caracterizan por tener un electrén desapareado y participan en
reacciones de sustraccion de hidrégeno, ruptura de uniones y adicion de radicales. Son
capaces de oxidar lipidos de membranas celulares, proteinas e hidratos de carbono,
dafiar acidos nucleicos y despolimerizar al acido hialurénico pudiendo llegar a producir
la muerte celular (Fridovich I, 1976).

La produccién no controlada de estos intermediarios, asi como la deficiencia de
los sistemas de defensa antioxidante tienen, en diversos sistemas bioldgicos, un papel
critico en la regulacién de la muerte celular programada o apoptosis.

Si bien altas concentraciones de ROS han demostrado ser deletéreas para
diversas funciones del espermatozoide, a bajas concentraciones estas moléculas
altamente reactivas han sido asociadas al proceso de capacitacion del espermatozoide
(Aitken R; 1995y Sikka S; 2001).

Las bacterias del género Mycoplasma son productoras de especies reactivas de
oxigeno, particularmente del ion superdxido y de perdxido de hidrdgeno.

Se ha reportado que los procesos infecciosos por Chlamydia trachomatis y
bacterias del género Mycoplasma estan implicados en la generacion de Especies
Reactivas de Oxigeno por mecanismos que aln no se encuentran bien dilucidados.
Ademas, las infecciones por estos patdgenos estan relacionadas con la induccion
descontrolada de apoptosis espermaética.

Por otro lado, se han observado niveles elevados de ROS en pacientes infértiles

con varicocele. (Agarwal A. y Said T; 2004)
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El varicocele es una patologia androldgica de gran incidencia en la poblacion
general (hasta un 15%) y es cominmente diagnosticado en pacientes con problemas de
infertilidad. En pacientes con esta patologia testicular se observa alteraciones que van
desde oligoastenoteratozoospermia 0 azoospermia.

El varicocele se presenta cuando se dilatan las venas que van a lo largo del
corddn espermaético, el cual mantiene suspendidos los testiculos en el escroto. Ha sido
implicado como una causa importante de infertilidad.

Existen numerosas técnicas para la cuantificacion de radicales libres de oxigeno
asi como la medicion indirecta al analizar los productos de reaccion. Una de las técnicas
mas utilizadas para el andlisis de la accion de los radicales libres de oxigeno, es la
determinacidn del grado de lipoperoxidacion, a través de las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico. La sensibilidad de este ensayo lo ha convertido en un buen indicador del

estrés oxidativo (Yagi, 1998; Armstrong et al, 1994; Lef evre, 1998).

1.7 Antecedentes

Se presentan serias dificultades en la clinica androldgica para la configuracion de
un cuadro clinico claramente asociable a la infeccion de los 6rganos de la via
reproductiva, sobre todo tratdndose de patologia cronica.

Las lesiones ocasionadas por una patologia infecciosa crénica generalmente se
presentan con signos y sintomas vagos e inespecificos y con mucha frecuencia son del
todo asintomatico, por lo que su relacion con la infertilidad conyugal no fue facil de

descubrir (Gallegos-Avila MG, 2003).
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En el laboratorio de andrologia del departamento de patologia de la Facultad de
Medicina de la UANL se sigue una linea de investigacion la cual esta disefiada para
tratar de dilucidar el comportamiento de los parametros seminales y microbiologicos en
pacientes con problemas reproductivos e infecciosos.

En uno de los trabajos de investigacion se estudid un grupo de individuos
infértiles y con procesos infecciosos en glandulas accesorias causados por Chlamydia
trachomatis y Mycoplasma sp; en el que se valord la asociacion existente entre la
alteracion de los parametros seminales entre los que se encontraban aspectos
fisicoquimicos, morfologia, vitalidad y motilidad espermatica y su correlacion con los
niveles de fructosa y citrato seminal, en este estudio se encontraron hallazgos que
indican la asociacion entre los niveles alterados de fructosa seminal y alteraciones en los
porcentajes de motilidad espermatica, parametro que se ha mencionado esta relacionado
con problemas de infertilidad (Alvarez-Cuevas S, 2006).

Ademas de esto, en colaboracién con la Universidad Auténoma de Madrid, se ha
estudiado liquido seminal de pacientes infértiles con técnicas como microscopia
electrénica de transmision y se han analizado cortes semifinos bajo microscopia de
campo claro observando patrones de alteracion caracteristicos en los espermatozoides,
ademas de la presencia de bacterias correspondientes morfolégicamente a Chlamydia
spp Y Mycoplasma spp (Gallegos, 2005).

En cooperacién con el Complejo Hospitalario Universitario Juan Canalejo de la
Corufia Espafia y la Universidad Autonoma de Madrid también se ha abordado la
problematica de la infertilidad masculina desde la perspectiva del dafio molecular e el
ADN espermatico, estudios realizados por este grupo de investigadores han concluido

que la valoracion de la fragmentacion del ADN en el espermatozoide es mas eficiente
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que los parametros seminologicos clasicos en pacientes con infeccion genitourinaria por

Chlamydia trachomatis y Mycomplasma spp. (Gallegos et al, In press).
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1.8 Justificacion

Desde hace tiempo se ha reconocido el impacto que las infecciones de tracto
genital masculino tienen sobre la infertilidad.

Existen clara evidencia de la asociacion entre la presencia de los especies
bacterianas Chlamydia trachomatis y micoplasmas genitales con los procesos
infecciosos de la via seminifera.

Hasta ahora pareciera que la presencia de particulas bacterianas adheridas e
incorporadas al citoplasma de espermatozoides y otras células presentes en el liquido
seminal, representarian mecanismos de dafio a nivel subcelular en relacion con las
alteraciones seminoldgicas y espermaticas que acompafian a la Infeccion Genitourinaria
(IGU) por esos gérmenes. Sin embargo a la fecha no se cuenta con suficiente evidencia
de los mecanismos moleculares asociados a alteraciones de la calidad del
espermatozoide y su capacidad fecundante.

Por lo que consideramos importante realizar estudios para evaluar ciertos
cambios moleculares relacionados con la presencia de infeccion causada por Chlamydia

trachomatis y Micoplasmas genitales.
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1.9 Hipotesis

Las infecciones seminales por Micoplasmas genitales y Chlamydia
trachomatis implican cambios moleculares como la generacion de lipoperoxidacion,
el incremento en la fragmentacién de ADN espermatico y un mayor grado de

apoptosis en el espermatozoide.
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1.10 Objetivos

1.10.1 Objetivo General

Correlacionar los cambios moleculares presentes en el liquido seminal de
pacientes infértiles asociados a la patologia infecciosa del tracto seminifero causada

por Chlamydia trachomatis y Micoplasmas genitales.

1.10.2 Objetivos Especificos

Objetivo 1.- Evaluar el grado de fragmentacion en el ADN espermaético en
pacientes infértiles con IGU causada por Chlamydia trachomatis y Micoplasmas

genitales.

Objetivo 2.- Cuantificar los niveles de malonaldehido como indicador de
lipoperoxidacion en Liquido Seminal de pacientes infértiles con IGU causada por

Chlamydia trachomatis y Micoplasmas genitales.

Objetivo 3.- Determinar la presencia de procesos apoptdticos en

espermatozoides de pacientes infértiles con IGU causada por Chlamydia trachomatis

y Micoplasmas genitales.

Objetivo 4.- Determinar la correlacion entre los parametros analizados
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio experimental

Considerando como objeto de estudio la poblacion de pacientes que se
presentaron a un centro especializado de evaluacion y consulta clinica androlédgica y
al laboratorio de andrologia del Departamento de Patologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autdnoma de Nuevo Ledn, se llevo acabo un estudio
Experimental, Longitudinal, Prospectivo y Controlado.

El grupo experimental se constituyd por pacientes que de acuerdo a la
evaluacién androldgica estuvieran diagnosticados como individuos infértiles.
Ademéas se consider6 para la seleccion de los pacientes que presentaran
compatibilidad con infeccion genitourinaria (IGU) de acuerdo al historial clinico y a
la posterior corroboracion con estudios de laboratorio, los pacientes seleccionados
presentaron positividad para Chlamydia trachomatis diagnosticada mediante la
prueba de Inmunofluorescencia Directa (IFD, MicroTrack, Trinity Biotech, Wicklow,
Irlanda) y positividad para Micoplasmas genitales diagnosticado mediante la

realizacion de cultivo en medio selectivo para este género bacteriano (Biomerieux,
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Lyon; Francia). Todos los pacientes incluidos en este trabajo aceptaron entrar en el
mismo firmando la carta de consentimiento informado para el uso del espécimen.

Fueron descartados de este trabajo los individuos azoospermicos, aquellos
que presentaran volimenes bajos de liquido seminal (que fuera insuficiente para la
realizacion de todas las pruebas y parametros evaluados), ademas se descartaron los
pacientes con infeccion seminal por gérmenes distintos a Chlamydia trachomatis y
Micoplasmas genitales, los pacientes que tuvieran signos de varicocele fueron
excluidos de este trabajo de investigacion asi como aquellos que no aceptaron entrar
en el protocolo

El grupo control constituido por voluntarios sanos fértiles y con paternidad
comprobada, con pruebas seminoldgicas normales y pruebas microbioldgicas

negativas, para el uso del espécimen se contd con su consentimiento informado.

2.2 Estrategia general

Grupo de Pacientes que Grupo Control

acuden a consulta de
infexdad ¢

Hombres fértiles con paternidad

Criterios de Inclusion reciente Con parametros

seminales normales

Pruebas microbiolégicas negativas

Consentimiento informado

Determinacién de Dano en el ADN espermatico.

4 | Determinacion del grado de lipoperoxidacion. <

Determinacién de Apoptosis.
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2.3 Material, equipos y reactivos

2.3.1 Material bioldgico

v

Liquido seminal

2.3.2 Material de laboratorio

v

v

Portaobjetos de vidrio 26 X 76 mm
Cubreobjetos de vidrio 22 X 22 mm
Papel parafilm; PARAFILM M
Aplicadores de madera

Papel filtro; Whatman ®

Vasos de precipitado de 50, 100, 600 mL
Pipetas automaticas de 10-50, 100, 250 y 1000 pL
Putillas de 1-200 y 100-1000 pL

Tubo epeendorf de 600 pL y 2 mL
Tubos falcon 15 mL

Gasas

Gradillas de metal

Tubos de ensaye de 13 X100

Canicas de vidrio

Hielera de unicel

Hielo

Guantes de latex
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2.3.3 Equipo

v

v

Incubadora, Boekel modelo 13 2000

Agitador vortex, Baxter

Agitador IKA, MS1 Minishaker

Balanza analitica, AND GR120
Espectrofluorémetro LS45, Perkin Elmer
Microscopio de Campo Claro, Axiostar Carl Zeiss
Microscopio de Fluorescencia Axiostar, Carl Zeiss
Microcentrifuga Eppendorf 5415

Placa de calentamiento Corning

Centrifuga Centra CL3R, Thermo IEC
Refrigerador Maytag

Horno Shel lab

Contador de células Baxter

Tanque para nitrégeno liquido Taylor-Whartan

Sonicador Bronson 3510

2.3.4 Reactivos

v

v

Acido clorhidrico, Merck
Colorante de Wright, Merck
Nitrogeno liquido, Infra
Buffer de fosfatos, Jalmek
Etanol Analytyca

Acetona, Merck
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v' Agua desionizada
v' Agua destilada
Kits de diagndstico:
v Apoptosis Detection Kit, Annexin V-CY3, APOAC ® ; SIGMA
v' SCD, Halosperm ®; INDAS

v' TBARS Assay Kit; OXltec, ZeptoMetrix
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2.4 Métodos

2.4.1 Determinaciones microbioldgicas
Las evaluaciones microbiologicas de cada uno de los casos seleccionados se

realizaron de acuerdo a las necesidades de cada prueba.

2.4.1.1 Identificacion del género bacteriano Chlamydia

En el grupo de pacientes y en el grupo control sano se procedié a la
identificacion del género bacteriano Chlamydia especie trachomatis. En el método
utilizado se emplean anticuerpos monoclonales anti-Chlamydia trachomatis
marcados con fluoresceina (MicroTrack, Trinity Biotech, Wicklow, Irlanda) y se
realiz6 la observacion bajo microscopia de fluorescencia.

La muestra de liquido seminal de cada uno de los pacientes y controles sanos
fueron homogenizadas y llevadas a centrifugacion (Eppendorf Centrifuge 5415,
Brinkmann) durante 10 minutos a una velocidad de 7000 rpm. Se recuperd el
centrifugado rico en células espermaticas y se resuspendio en un pequefio volumen
de plasma seminal, Se realizaron extendidos en portaobjetos adecuadamente
identificados colocando de 10 a 20 pL de la muestra en una area central aproximada
de un centimetro de didmetro.

Se fijo la preparacion a temperatura ambiente; el extendido de
espermatozoides se incub6 con el anticuerpo monoclonal fluorescente anti-C.
trachomatis (MicroTrack, Trinity Biotech, Wicklow, Irlanda) durante 30 minutos a
37°C. Se realizaron lavados con buffer para retirar el exceso de reactivo y se colocé
el cubreobjetos sellado con una gota de glicerol (20 pL). Las muestras se observaron

bajo microscopia de fluorescencia (Axiostar, Carl Zeiss, Gottingen, Alemania),
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empleando objetivos de 63X y ocular de 10X y una cifra de campo de 18. Para cada
determinacion se utilizaron laminillas de control negativo y una de control positivo
para verificar la calidad del reactivo y evaluar la confiabilidad de la determinacion.
De acuerdo al fabricante. Se considerd positivo el resultado de esta prueba cuando se

observaron mas de 10 cuerpos elementales fluorescentes por campo microscopico.

2.4.1.2 Identificacion de micoplasmas genitales

Para la identificacion del género bacteriano Mycoplasma se utilizo el kit de
diagndstico Mycoplasma IST (Biomerieux, Lyon, Francia), esta prueba es utilizada
para realizar la identificacion y diagnéstico de micoplasmas urogenitales, consiste en
un caldo de cultivo selectivo que contiene los sustratos especificos para el
crecimiento y la identificacion de varias especies de micoplasma genitales: urea para
Ureaplasma urealyticum y para Mycoplasma fermentans y arginina para
Mycoplasma hominis,

Contiene también el indicador rojo fenol que permite, en caso de los cultivos
positivos, visualizar un cambio de color del caldo el cual esta asociado a cambios en
el pH del medio. ElI medio tiene 3 antibidticos y antifingicos los cuales aportan
selectividad respecto a la flora de contaminacion que eventualmente puede estar

presente durante la toma de la muestra.

2.4.1.2.1 Composicion y Reconstitucién de los reactivos:

R1= Caldo con elementos nutritivos estables, para preparar la muestra. Asegura la
selectividad respecto a las principales bacterias Gram (+) y Gram (-) y permite la

reconstitucién del reactivo R2.
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R2= Caldo Urea-Arginina en forma liofilizada, substratos especificos para el
crecimiento de diferentes géneros de micoplasmas genitales.
R3= Galeria, compuesta por 22 pruebas, dividida en 3 partes:

Identificacion: Capsulas No 1-3

Recuento indicativo: Capsulas No 4y 5

Pruebas de sensibilidad: Capsula No 6-22

2.4.1.2.2 Procedimiento de la técnica

v' La muestra se colocé en el caldo nutritivo (R1) necesario para la
reconstitucion del reactivo 2 (R2).

v Se homogeniz6 el R1 sembrado y se transfirieron 3 mL al R2.

v’ Posteriormente se agit6 en vortex hasta la disolucion completa del liofilizado.

v Inmediatamente se repartio el caldo en las 22 capsulas de la galeria (R3) a
razén de 55 L por cépsula.

v Se afiadieron 2 gotas de aceite mineral estéril a cada capsula y se colocé la
tapa de la galeria.

v’ Las muestras fueron incubadas en la galeria de 24-48 horas a 36°C +2°C.

v' Las lecturas se empezaron a realizar pasadas 24 horas de incubacion. Al cabo
de 48 horas las muestras que no registraran viraje en el color del indicador

fueron reportadas como negativas.
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2.4.2 Determinacion de Dafio en el ADN espermatico

La prueba de determinacion de los niveles de fragmentacion del ADN en
espermatozoides (Prueba de Dispersion de la Cromatina Espermatica, SCD; Indas,
Madrid, Espafia) se fundamenta en la respuesta diferencial que ofrecen los nucleos de
los espermatozoides con ADN fragmentado frente a los que conservan su ADN
intacto. La desnaturalizacion controlada del ADN seguida de la extraccion de las
proteinas nucleares, da lugar a nucleoides parcialmente desproteinizados donde los
bucles de ADN se expanden formando halos de dispersién de la cromatina. Sin
embargo, los nucleoides de espermatozoides cuyo ADN se encuentra fragmentado no
desarrollan halos de dispersién o este es minimo.

2.4.2.1 Preparacion de reactivos:

Entre los reactivos necesarios para la realizacion de esta técnica se encuentran:
Agarosa de alto punto de fusion
Agarosa de bajo punto de fusion
Solucion desnaturalizante: Acido clorhidrico concentrado
Solucion de lisis: Dithiothreitol y Triton X-100.
Etanol: 70%, 80% y 100%
Agua destilada
Los pasos generales para la realizacion de la técnica son:

2.4.2.2 Inclusién de la muestra en microgel de agarosa:

v' Se diluy6 la muestra de semen en buffer de fosfatos (PBS), a una
concentracion de 5-10 millones de espermatozoides por mililitro.

v Se coloc6 un tubo con agarosa en un flotador en un bafio de agua hirviendo
(90-100°C) por 5 minutos o hasta que la agarosa se encontrara totalmente

fundida.
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v" Se retird el tubo con agarosa del agua hirviendo y se coloc6 en un bafio
termostatico a 37°C por 5 minutos hasta equilibrar la temperatura.

v' Se afiadieron 60 pL de semen previamente diluido y mezclar totalmente al
tubo de agarosa fundida.

v" En un portaobjetos tratado con una capa de agarosa y previamente enfriado
(4°C aproximadamente), se coloc6 una gota de la suspensién de células
sobre la cara tratada con al agarosa, se cubrié con un cubreobjetos de cristal
(evitando formar burbujas de aire)

Nota: Se mantuvo el portaobjetos siempre en posicion horizontal

v Se introdujo la lamina fria a refrigeracion a 4°C dejando gelificar la muestra

durante 5 minutos

2.4.2.3 Procesamiento de la muestra:

v Para preparar la solucion desnaturalizante. se afiadieron 80 pL de HCI
concentrado en 10 mL de agua destilada, mezclando perfectamente y se
coloco en una de las cajas de procesamiento.

v" Inicialmente se retiré el cubreobjetos de la muestra incluida en el microgel,
deslizandolo con suavidad e introduciendo inmediatamente el portaobjetos en
posicion horizontal en la solucién desnaturalizante. Se dejé incubando
durante 7 minutos.

v' Se levant6 el portaobjetos con una lanceta, usando guantes. Se coloco en
posicion horizontal en otra de las cajas de procesamiento que contenia 10 mL
de solucioén de lisis. Se dejé incubar durante 27 minutos.

v Se retird el portaobjetos y se introdujo horizontalmente en una caja con
abundante agua destilada para lavar la solucién de lisis. Se Dejé incubando

durante 5 minutos.
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v Se retir6 el portaobjetos con la muestra y se llevé en posicidn horizontal a
una caja con etanol al 70% (2 minutos), luego a etanol al 80% (2 minutos) y
finalmente a etanol al 100% (2 minutos)

v Se dejo secar al aire.

2.4.2.4 Tincion de la muestra

v’ Para este propo6sito se colocd una capa de colorante de Wright (Merck;
Darmstadt, Alemania) que cubrié perfectamente el microgel seco. Se dejé
tifiendo durante 5-10 minutos, soplando encima ocasionalmente. Se decantd
y lavé suavemente con agua corriente y se dejo secar.

2.4.2.5 Observacion bajo el microscopio (Analisis visual directo)

Para realizar el andlisis, visualizar y clasificar los nucleoides se utilizé un
microscopio de campo claro (Axiostar, Carl Zeiss), utilizando un objetivo de 100X y
ocular 10X con cifra de campo de 18.
v"El nucleoide que corresponde al nicleo masivamente desproteinizado del
espermatozoide, se compone de dos partes: silueta del nucleo del
espermatozoide, denominado core, en posicién central, y un halo periférico

de dispersion de la cromatina/ADN (Fig. 1).

Fig. 1. Nucleoide formado por la desproteinizacion del espermatozoide
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En la figura 1 se presenta el resultado caracteristico esperado de la técnica de
SCD. En la figura 1A observamos el Nucleoide que corresponde al ndcleo
masivamente desproteinizado del espermatozoide. En la figura 1B se observa el
Core que corresponde a la silueta del nacleo. En la figura 1C se presenta el Halo de

dispersion que es la cromatina/DNA altamente desenrollado.
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Fig. 2. Nucleoides tefiidos con el Método de Wright

En la figura 2 se presentan ejemplos de nucleoides tefiidos con el método de
Wright en la que se observa la clasificacion de los nucleoides de acuerdo al tamafio
del halo de dispersion de la cromatina.

ESPERMATOZOIDES SIN ADN FRAGMENTADO

v Halo grande (1)
v Halo mediano (2)

ESPERMATOZOIDES CON ADN FRAGMENTADO

v' Halo pequefio (3)

v" Sin halo (4)

v Degradados (5)
ESPERMATOZOIDES NORMALES (n)
ESPERMATOZOIDES CON ADN FRAGMENTADO (f)

Se realiz6 el conteo de 500 células, clasificando y expresando los resultados

en porcentaje de Normales y Anormales
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2.4.3 Medicién de Sustancias Reactivas del Acido Tiobarbiturico (Valoracion de
la lipoperoxidacion)

La peroxidacion lipidica o lipoperoxidacion es el proceso quimico donde
distintas reacciones ocurren sobre acidos grasos insaturados. Es un mecanismo bien
conocido el cual produce dafio en las células eucariotas.

Tras la descomposicion de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de las
membranas biol6gicas a causa de la presencia de ROS se generan, entre otros
compuestos, malonaldehido (MDA) y 4-hidroxialqueno (4-HNE), como productos
finales de reaccion.

El MDA forma un aducto con el &cido tiobarbitdrico en proporcion 1:2 el
cual puede ser medido por fluorometria o espectrofotometria.

Esta reaccion es mucho més sensible cuando se mide por fluorometria. Las
muestras biol6gicas contienen una mezcla de especies reactivas de &cido
tiobarbiturico, incluyen hidroperdxidos lipidicos y aldehidos, los cuales se
incrementan como resultado del estrés oxidativo.

2.4.3.1 Preparacion de reactivos:

Entre los reactivos necesarios para la realizacion de esta técnica se encuentran:
Acido tiobarbittrico (TBA): 0.53 g de 4cido tiobarbittrico
Diluyente TBA 1: 50 mL de &cido acético
Diluyente TBA 2: 50 mL de hidréxido de sodio
Solucion SDS: 30 mL de Dodecil Sulfato de Sodio
Estandar MDA: 20 mL de MDA Bis (Dimetilacetal) a una concentracion de
100 nmol/mL.
Diluyente MDA: 100 mL de agua desionizada estéril.

Canicas
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Para la preparacion de los reactivos se realizo el siguiente procedimiento:
Se mezcld una botella de diluyente 1 TBARS (50mL) y una botella de diluyente 2
TBARS (50mL), ademéas de un vial de &cido tiobarbitirico TBA (0.53g) en el
siguiente orden:
v' Se agreg6 el TBA a un vaso de mezclado realizando lavados con el diluyente
1 TBARS.
v" Inmediatamente después se agregd la botella completa de diluyente 2
TBARS.
v" Se mezclé hasta que el TBA estuvo completamente disuelto. En algunos

casos fue necesario calentar suavemente para disolver completamente.

2.4.3.2 Preparacion de Curva de calibracién:

Se realizé una dilucion 1:10 del estdndar MDA mezclando 1.8 mL de diluyente
MDA y 0.2 mL del estindar MDA. A partir de esta solucion de MDA 1:10 se
prepararon una serie de estdndares en diluyente MDA para la realizacion de la curva

de calibracion.

Tabla 1. Preparacion de la Curva de Calibracién de MDA.

Estandar No. MDA (nmol/mL) Vol. MDA st. 1:10 Vol. MDA dil.

(uL) (ML)

BCO 0 0 1000
1 0.05 5 995
2 0.1 10 990
3 0.5 50 950
4 1.0 100 900
5 1.5 150 850
6 2.0 200 800
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2.4.3.3 Preparacion de la muestra vy realizacion de la técnica

v Se lavo la muestra en PBS para retirar el criopreservador.
v Se concentré la muestra de liquido seminal a 10x10° espermatozoides/mL en

PBS
v La muestra fue sonicada por 15 segundos a 40V.

v Se agregaron 100 pL de la muestra o estandar a cada uno de los tubos.

Nota 1: Por cada 100 pL de muestra habia una concentracion de 1 millén de
espermatozoides, en los casos en los que la sefial no fue detectada por el equipo
se aumento la concentracion celular.

Nota 2: En cada una de las determinaciones se utiliz6 un blanco.

v Se agregaron a cada uno de los tubos de reaccion 100 uL de solucion SDS y
se mezclo perfectamente.

v Se agregaron 2.5 mL de reactivo TBA/Buffer.

v Se cubrid cada uno de los tubos de reaccion con una canica de vidrio y se
incubaron a 95°C por 60 minutos.

v' Se retiraron los tubos de la incubacion y se colocaron en un bafio de hielo por

10 minutos.

v' Se centrifugaron las muestras a 3000 rpm por 15 minutos.

v Se removio el sobrenadante de la muestra para el analisis fluorométrico.

2.4.3.4 Medicién fluorométrica

v Se midio6 la intensidad de fluorescencia en el sobrenadante a una longitud de
onda de exitacion de 530 nm y una longitud de onda de emision de 550 nm.
v" Se registraron los resultados para la realizacion de los graficos necesarios y el

calculo de los resultados.
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Nota: Cada uno de las mediciones se realizo por triplicado realizado el calculo de los
promedios y de las desviaciones estandar.

2.4.4 Determinacion del Grado de Apoptosis Espermatica (Evaluacion
Citoplasmica para la Translocacion de la Fosfatidilserina)

En células vivas, la fosfatidilserina (FS) es transportada a la membrana
interna por la enzima aminofosfolipido translocasa dependiente de Mg-ATP. Este
fosfolipido de membrana en condiciones normales se localiza en la cara interna de la
membrana plasmatica. Sin embargo, dentro de los cambios celulares que estan
envueltos en el proceso apoptdtico se encuentran la pérdida de la asimetria de los
fosfolipidos de membrana durante estadios tempranos del proceso, por lo que la
fosfatidilserina es expuesta a la cara externa de la membrana celular (cara
extracelular).

Las anexinas son un grupo de proteinas homologas de unién a fosfolipidos en
presencia de calcio. La Anexina V es parte de este grupo de proteinas que tiene una
alta afinidad por la fosfatidilserina (FS).

La anexina V conjugada con el fluorocromo Cy3 18 (AnnCy3) se une a la
fosfatidilserina que esta presente en la cara externa de la membrana celular de las
células que han iniciado el proceso de apoptosis. La unién es observada como

fluorescencia de color rojo.
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Fig. 3. Translocacion de la fosfatidilserina en la membrana plasmética

2.4.4.1 Preparacion de reactivos:

Entre los reactivos necesarios para la realizacion de esta técnica se encuentran:
Anexina V-Cy3. 18: 10 ug de proteina en solucion a una concentracién de
100 pg/mL disuelta en Tris HCI 50 mM, pH 7.5 con 100 mM de NaCl.
6-CFDA: 10 mg de Diacetato de 6-Carboxifluoresceina.
Binding buffer 10X: 10 mM de HEPES/NaOH, pH 7.5, con 1.4 M de NaCl y
25 mM de CaCl,.
PBS: Buffer salino de fosfatos pH 7.2
Agua destilada
Agua desionizada
Acetona: acetona concentrada.
Para la preparacion de los reactivos se realizo el siguiente procedimiento:
v’ Para preparar el buffer de union (binding buffer) 1X: a partir de binding
buffer 10X se realizé una dilucion 1:10 en agua desionizada.
v' Para preparar el 6-CFDA (50mM) en acetona: Por cada 2.32 mg de 6-CFDA
se agregaron 0.1 mL de acetona.

Nota: Este reactivo se mantuvo protegido de la luz y almacenado a -20°C.
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v

Preparacion de la solucion de doble marcaje: La solucion de doble marcaje
contiene 1ug/mL de AnnCy3 y 500 uM de 6-CFDA en binding buffer 1X.
Para ello se agregaron 20uL de la solucion de AnnCy3 (100ug/mL), ademas
de 20 pL de 6-CFDA 50mM en acetona (preparado previamente), se
agregaron posteriormente 200 puL de binding buffer 10X y finalmente se
colocaron a la mezcla 1.76 mL de agua desionizada.

Nota: Se mezclé perfectamente y se mantuvo en refrigeracion a 4°C

protegido de la luz.

2.4.4.2 Procesamiento de la muestra v realizacion de la técnica (tincion fluorescente

para apoptosis)

v

Se llevaron las células espermaticas a una concentracion de 5x10°
espermatozoides/mL utilizando PBS.

Se colocaron dos circulos de 1 cm de didmetro aproximadamente en un
portaobjetos nuevo en la parte posterior a la que fue utilizado (esto ayudara a
localizar la gota colocada en el portaobjetos).

Se colocaron 50 pL de la suspension de células espermaticas en cada circulo
y se dejaron a temperatura ambiente durante 10 minutos, esto permitié que las
celulas se adhirieran al portaobjetos.

Se removio el exceso de liquido utilizando un papel filtro, tocando por un
extremo de la gota, se hizo con la precaucion de no tocar en la parte superior
de la muestra para no dafar las células que se han adherido al portaobjetos.

Se lavaron las células con tres alicuotas de 50 pL de Binding Buffer 1X y se

elimind el exceso de liquido utilizando papel filtro.
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v" Se colocaron 50 pL de la solucién de doble marcaje (AnnCy3-6-CFDA) en
cada circulo y se cubrio con una caja petri con papel aluminio.

v Las laminillas portaobjetos con la muestra tefiida se llevaron a incubar por 10
minutos a 37°C. Después de la tincién se lavo cada circulo con cinco
alicuotas de 50 pL de Binding Buffer 1X como se mencion0 previamente.
Nota: Esto removeré el exceso de marcaje de las células.

v Se colocaron 35 pL de Binding Buffer 1X en cada circulo y se cubrié el
portaobjetos con un cubreobjetos 24 x 50 mm.

v’ Las muestras se observaron bajo el microscopio de fluorescencia.

NOTA 1: La solucion de doble marcaje permitié diferenciar las células
apoptdticas de las necroticas.
Nota 2: Los filtros utilizados en este trabajo fueron el filtro FITC para

fluoresceina y el filtro para Cy3.

Se contaron 200 células expresando los resultados en porcentajes de células
normales o apoptéticas.
Para la identificacion se observaron células con las siguientes caracteristicas

vistas a microscopio de fluorescencia.

Normales: 6-CFDA + (Verde)
Apoptosis Temprana: AnnCy3+ (Naranja-Rojo) y 6-CFDA+ (Verde)

Necrdticas: AnnCy3+ (Naranja-Rojo)
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2.4.5 Anélisis Estadistico

El modelo de investigacion utilizado en el presente trabajo se caracteriza por
ser un estudio prospectivo, controlado y no aleatorizado.

Los datos microbiolégicos y los resultados de los parametros medidos fueron
incluidos en una base de datos disefiada para tal efecto utilizando el programa
informéatico Excel. Los andlisis estadisticos efectuados se realizaron con el paquete

SPSS version 12.5.

2.4.5.1 Estadistica Descriptiva:

Para resumir las variables de tipo cuantitativo se calculard la media como

medida de tendencia central y la desviacién tipica como medidas de dispersion.

2.4.5.2. Estadistica Inferencial:

Prueba de Hipotesis: Comparacion o Diferencia de Proporciones

Prueba de Hipdtesis: Comparacion de Diferencia de Medias
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Muestra obtenida para el estudio

Para este trabajo se recolectaron muestras de liquido seminal de individuos
infértiles y con IGU causada por Chlamydia trachomatis y Micoplasmas genitales e

individuos sanos en el periodo comprendido de enero a agosto del 2007.

Para este trabajo se incluyeron 37 pacientes, los cuales presentaron positividad
para los gérmenes Chlamydia trachomatis y Micoplasmas genitales. También se logro
completar un grupo de 11 individuos normozoospermicos, fértiles y con pruebas

microbiologicas negativas, los cuales fueron utilizados como grupo control sano.

De acuerdo a los resultados de los estudios microbioldgicos, los sujetos de

estudio fueron conjuntados en 4 grupos.

El conjunto de pacientes quedo conformado en tres grupos: pacientes positivos

para Micoplasmas genitales (N=2), pacientes positivos para Chlamydia trachomatis
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(N=11) y pacientes positivos para Micoplasmas genitales y Chlamydia trachomatis
(N=24). Ademas, un grupo control constituido por individuos fértiles y sin infeccion

(N=11). Los resultados se presentan en la tabla 2.

Grupos N
Pacientes 37
Micoplasmas genitales
(+) 2
Chlamydia trachomatis
() 11
Micoplasmas genitales y
Chlamydia trachomatis (+) 24
Controles Negativos 11

Tabla 2. Grupos formados de acuerdo a los resultados microbiolégicos obtenidos.

3.2 Estudio de Chlamydia trachomatis por Inmunofluorescencia Directa (IFD)

De los 37 muestras de los pacientes incluidos en el estudio, 35 presentaron
positividad para Chlamydia trachomatis por IFD, 24 de ellos presentaron la infeccion
por C. trachomatis combinada con la infeccion por Micoplasmas genitales y 11

presentaron infeccion solo por C. trachomatis.

El grupo control sano presentd pruebas de IFD negativa para Chlamydia

trachomatis (Fig.4A, B, C y D).
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En la figura 4E, F, G, y H se muestran los resultados comiinmente observados en
las muestras de los pacientes infértiles incluidos en este estudio. La presencia de cuerpos
elementales (flechas) fueron una constante en las muestras de los pacientes, incluso en
ocasiones se observo la presencia de cuerpos reticulares (cabeza de flecha) en algunas

muestras de los pacientes.
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Fig. 4. IFD del grupo control (A, B, Cy D) y de los paciente infértil y con infeccion
seminal por C. trachomatis (E, F. G y H). (Aumento 63X).

3.3 Estudio de Micoplasmas genitales (MY) mediante cultivo selectivo

26 muestras presentaron pruebas positiva para MY, de este total, 24 presentaron

la infeccion en combinacion con Chlamydia trachomatis y en 2 de estos casos se
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observd que la infeccion fue solo por MY. En el grupo control conformado por
individuos fértiles, normozoospermicos se observaron las pruebas para Micoplasmas

genitales negativas.

En la figura 5A se presenta el resultado de uno de los cultivos para la
identificacion de Micoplasmas genitales en el grupo control constituido por individuos
sanos, estos resultados evidencian el resultado negativo en la identificacion de estos

microorganismos.

En la figura 5B podemos evidenciar el resultado del cultivo positivo de

Micoplasmas genitales observado en la mayoria de los pacientes incluidos en el estudio.
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Fig. 6. Resultado de los cultivos especificos para la identificacion de Micoplasmas
genitales.

3.4 Fragmentacion del ADN espermatico
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La valoracion del grado de fragmentacion del ADN espermatico se evalud
utilizando el Test de Dispersion de la Cromatina Espermatica (SCD-Test). Se contaron

500 células de cada muestra.

En el grupo control se observaron espermatozoides que presentaron halo de
dispersion de la cromatina entre mediano y grande, lo que indica el bajo grado de
fragmentacion del ADN espermadtico en estos individuos, en la figura 6A, B y C se

presentan micrografias de la prueba de SCD en hombres del grupo control.

En la figura 6A observamos predominio de espermatozoides con halo de
dispersion de la cromatina mediano y grande (%). En este grupo se presentan un
nimero bajo de espermatozoides que no presentaron halo de dispersion de la cromatina
lo que indica bajos niveles de fragmentacion del ADN espermatico en este grupo de

individuos. (Panoramico)

En la figura 6B y C observamos a mayor aumento, espermatozoides con halo de
dispersion de la cromatina mediano y grande (%), lo que indica niveles bajos de

fragmentacion del ADN espermatico. (40X)

En el grupo de pacientes se observo un gran nimero de espermatozoides sin halo
de dispersion. En la figura 6D se sefialan con flechas los espermatozoides que no
presentaron halo de dispersion de la cromatina, lo que indica la presencia de rupturas en

el ADN espermatico. (Panoramico)

A mayor aumento, sefialado con flechas, se evidencia la presencia de
espermatozoides con ADN fragmentado (disminucion del tamafio o ausencia de halo de

dispersion de la cromatina). Aumento 40X
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Fig. 6. Fragmentacion de la cromatina espermatica.

El porcentaje de células con ADN fragmentado (anormales) y su desviacion

estandar se muestran en la tabla 3 y la figura 7.
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El grupo de pacientes Chlamydia trachomatis positivo (CH+) presentd un
porcentaje de células con ADN fragmentado de 23.145 con una desviacion estandar de
+10.463, en el grupo de Micoplasmas genitales positivo (MY+) se presentd un
porcentaje de 27.408 con desviacion estandar de +11.187, en ambos grupos se observod
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) al realizar la comparacion con el grupo
control, el cual presentd un porcentaje promedio de células con ADN fragmentado de
18.364 y una desviacion estandar de +7.553, esto fue aplicando la prueba de hipdtesis:

diferencia entre las proporciones de dos poblaciones,

Grupo Porcentaje Promedio de SD
Células Anormales

MY+ 14.500 6.364

CH+ 23.145 10.463

MY+y CH+ 27.408 11.187

CONTROLES 18.364 7.553

Tabla 3. Porcentajes de células con ADN fragmentado en los grupos estudiados.
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Fig. 7. Porcentaje de células con ADN fragmentado.

3.5 Lipoperoxidacion (Produccién de MDA valorado con la técnica de TBARS)

Para valorar el grado de lipoperoxidacion celular se midieron los niveles de

produccion de malonaldehido (MDA) utilizando la técnica de TBARS.

Se calcul6 la concentracion de MDA en el liquido seminal, utilizando una curva
de calibracion realizada con estandares de concentracion conocida. La medicion de la

intensidad de fluorescencia de estos estandares se realizé por triplicado.

En la tabla 4 se presentan los resultados de la intensidad de fluorescencia de cada
uno de los estandares utilizados. Se realizaron tres curvas de calibracion en tres dias

diferentes.
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Estandar Intensidad de Fluorescencia
nmol/mL
1% lectura 2%lectura 3%lectura Promedio SD
0.05 19.795 14.933 9.448 14.725 5.17662499
0.1 36.291 34.019 36911 35.740 1.52261004
0.5 183.907 199.49 185.451 189.616 8.58591236
1 352.051 397.088 388.429 379.189 23.8979376
15 546.77 591.17 552.637 563.525 24.1197491
2 707.711 761.648 731.59 733.649 27.0274243

Tabla 4.- Curva de calibracion de MDA por fluorescencia.

Con los resultados de la intensidad de fluorescencia de los estandares se

construyo una curva de calibracion.

Se calcul6 la ecuacion de la recta con la que se realizaron los calculos de la

concentracion de MDA en las muestras de los pacientes y controles de este estudio.

En la figura 8 se presenta la curva de calibracion utilizada para tal efecto.

Curva de calibracion de MDA
4 Exitacion 530 nm, Emision 550 nmm

2

/

.

e y = 369.87x+1.3443

/

R2=0.9996

Intensidad de Fluorescencia
L
(=)
<

1 1.5
Concentracion nmol/mL

(]

Fig. 8. Curva de calibracion de MDA
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Cada una de las muestras de los pacientes y controles sanos fueron procesadas
para la medicion fluorométrica de los niveles de MDA. La cuantificacion se realizd por
triplicado, se calculd la concentracion de MDA utilizando la curva de calibracion

realizada para tal efecto.

En la tabla 5 se presentan los resultados de la intensidad de fluorescencia del
grupo control y el grupo de pacientes, asi como la concentracion de MDA en nmol/mL

en 1X10° espermatozoides.

Tabla 5. Intensidades de fluorescencia y concentracion de MDA en
nmol/mL/10° espermatozoides obtenidas en el grupo control y grupo de pacientes.

Grupo Intensidad de MDA nmol/mL/10°
fluorescencia espermatozoides

Control CTRL 1 304.927 0.4888
Control CTRL 2 145.975 0.2533
Control CTRL 3 303.444 0.3480
Control CTRL 4 417.220 0.5080
Control CTRL 5 511.925 0.6400
Control CTRL 6 280.001 0.3153
Control CTRL 7 483.137 0.2823
Control CTRL 8 300.743 0.0110
Control CTRL 9 291.430 0.2895
Control CTRL 10 109.616 0.1263
Control CTRL 11 472.598 0.6388
CH+ PX1 537.327 1.3513
MY+ y CH+ PX 2 437.457 0.5367
CH+ PX 3 216.725 0.2260
MY+ y CH+ PX 4 174.788 1.6550
MY+ y CH+ PX 5 298.074 3.3925
CH+ PX 6 454.152 0.5105
MY+ y CH+ PX 7 365.552 4.3565
MY+ y CH+ PX 8 138.878 0.1167
MY+ y CH+ PX9 389.658 4.6803
MY+ y CH+ PX 10 143.093 1.2278
MY+ y CH+ PX 11 486.758 0.6058
MY+ y CH+ PX 12 185.059 0.1815

MY+y CH+ PX 13 155.717 0.1250
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MY+ y CH+ PX 14 713.154 0.8122
CH+ PX 15 293.681 0.2923
MY+ y CH+ PX 16 359.559 0.3788
MY+y CH+ PX 17 160.409 0.1264
MY+ y CH+ PX 18 173.753 0.1474
CH+ PX 19 135.659 0.0956
MY+ y CH+ PX 20 116.837 0.0721
CH+ PX 21 137.969 0.0984
MY+ y CH+ PX 22 81.928 0.0573
MY+ PX 23 81.746 0.0569
MY+ y CH+ PX 24 78.164 0.0568
CH+ PX 25 105.651 0.0582
MY+ y CH+ PX 26 94.493 0.0445
MY+y CH+ PX 27 226.096 3.0534
CH+ PX 28 527.636 0.7133
CH+ PX 29 659.112 4.4558
MY+ y CH+ PX 30 676.998 4.5768
MY+ PX 31 400.330 0.5411
MY+ y CH+ PX 32 531.774 0.7189
MY+y CH+ PX 33 432.573 2.9234
MY+ y CH+ PX 34 157.411 0.2124
MY+y CH+ PX 35 257.409 0.3477
CH+ PX 36 410.251 1.1090
CH+ PX 37 216.428 0.2923

Tabla 5. Intensidades de fluorescencia y concentracién de MDA en nmol/mL/10°
espermatozoides obtenidas en el grupo control y grupo de pacientes.
(Continuacidn)

Como ya se menciond, la medicion de los niveles de MDA en cada una de las
muestras se realizo por triplicado. Utilizando la ecuacion de la recta obtenida de la curva
de calibracion, se calcularon los niveles de MDA de cada una de las tres mediciones,

posteriormente se obtuvo el promedio de los valores de MDA obtenidos.

Los promedios de MDA obtenidos de cada unos de los grupos fueron

comparados con los promedios de MDA obtenidos del grupo control sano (CONTROL).
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Grupo Promedio MDA SD
(nmol/mL/10° espermatozoides)

MY+ 0.299 0.342

CH+ 0.837 1.274

MY+y CH+ 1.267 1.604

CONTROLES 0.355 0.199

Tabla 6. Promedios de MDA en nmol/mL/10° espermatozoides.

En la tabla 6 y en la figura 9 se presentan los resultados de MDA obtenidos en

cada uno de los grupos estudiados.

El grupo MY+ present6 la concentracién mas baja de MDA (0.299 nmol/mL/10°
espermatozoides) aun por debajo del grupo control, el grupo CH+ presentd una
concentracion de MDA de 0.837 nmol/mL/10° espermatozoides, también observamos
que el grupo MY+ y CH+ presenté los valores de MDA mas altos (1.267 nmol/mL/10°
espermatozoides), el grupo control presentd una concentraciones de MDA de 0.355

nmol/mL/10° espermatozoides.

Al comparar los grupos de pacientes con el grupo control sano y aplicar la
prueba de hipdtesis diferencia entre medias de dos poblaciones ninguno de los grupos

presento diferencia estadisticamente significativa.
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Fig. 9. Valores promedio (nmol/mL/10°%spermatozoides) de MDA en los grupos
estudiados.

3.6 Apoptosis espermatica

Para valorar el grado de apoptosis espermatica se utilizo el test de la Evaluacion
Citopladsmica para la Translocacion de la Fosfatidilserina, se contaron 200 células en

cada una de las muestras de pacientes y controles sanos.

Para el andlisis de los resultados se formaron 4 grupos de pacientes y controles
sanos de acuerdo a los resultados microbiologicos. En la tabla 7 se presentan los

resultados de la medicion del grado de apoptosis espermatica.
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Grupo Procentaje Promedio SD
Células Apoptoticas

MY+ 25.000 2.828

CH+ 20.091 3.590

MY+ y CH+ 22.500 5.611

CONTROLES 13.364 3.931

Tabla 7. Porcentajes promedios de espermatozoides apoptoticos en los grupos
estudiados

Los 3 grupos de pacientes presentan porcentajes promedios de células
apoptdticas considerablemente mayores al comparar con el grupo de individuos control
sanos. Cabe destacar que en el grupo MY+ se presentd un porcentaje de células
apoptoticas de 25.000 +2.828, el grupo CH+ presentd un porcentaje de 20.091 £3.590, el
grupo de ambos gérmenes positivos (MY+ y CH+) present6 un valor de 22.500 +5.611,

el grupo control present6 un valor promedio de 13.364 £3.931.

En la figura 10 se evidencia que los tres grupos de pacientes presentaron
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) al comparar con el grupo control sano,

esto al aplicar la prueba de hipotesis comparacion de proporciones de dos poblaciones.
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estudiados.



Discusion 56

CAPITULO 4

DISCUSION

Las infecciones genitourinarias son de las patologias que cominmente
afectan al hombre en alguna etapa de la vida, principalmente en la época de actividad
reproductiva. Diversos gérmenes se encuentran asociados a la etiologia de las
infecciones que afectan el tracto genitourinario, la severidad con la que el proceso
infeccioso afectara al individuo esta relacionada con el agente causal y también con
el estado general del huésped, de acuerdo a estos factores, las infecciones se
presentan como sintomaticas o asintomaticas y ambas pueden ser un factor que se
relaciona con los problemas de infertilidad; entre las infecciones genitourinarias se
encuentran la uretritis, la epididimitis, la orquitis y la prostatitis, ademas de las
infecciones que afectan las glandulas accesorias masculinas. (WHO, 1993).

A pesar de las muchas investigaciones que se han emprendido, todavia se
pone en tela de juicio la accion deletérea que las infecciones genitourinarias (IGU)
tienen sobre la capacidad fecundante, principalmente los cuadros infecciosos
causados por gérmenes inespecificos. Desde hace tiempo se han relacionado con los
problemas de infertilidad la presencia de procesos infecciosos causados por

gérmenes como Chlamydia trachomatis y Micoplasmas genitales (Kundsin, 1970;
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Rehewy et al, 1978; Hosseinzadeh et al, 2001). La valoracion de los dafios
moleculares presentes en los pacientes con estas infecciones podria aclarar el camino
acerca de la participacion o no en las alteraciones reproductivas de la pareja.

Los problemas de infertilidad afectan a un 15-20% de las parejas y se estima
que aproximadamente en el 50% de los casos el defecto es de origen masculino
(Agarwal A. et al, 2005). La etiologia de la infertilidad masculina es dificil de
conocer, diversos factores pueden estar contribuyendo para la presencia de este
problema, es por este motivo que los problemas reproductivos son de origen
multifactorial.

Es comin que se presenten procesos infecciosos en la economia del aparato
genitourinario, de acuerdo a la localizacion de la infeccion seran las manifestaciones
que presentara el paciente. La presencia de gérmenes correspondientes al género de
los micoplasmas, se asocian frecuentemente con alteraciones en la motilidad
espermatica (Liu et al, 2002; Gnarpe et al, 1972), cabe destacar sin embargo, que no
se conocen los mecanismos por medio de los cuales estos microorganismos provocan
la disminucion de la capacidad motil del espermatozoide.

Un gran numero de investigadores concuerdan en que la infeccién en la via
genitourinaria es la principal causa de esterilidad en el mundo, esta patologia
infecciosa puede afectar al conjunto de conductos espermaticos, asi como a los
6rganos que conforman el tracto genital (Vigil et al, 2002; Mardh et al 2002; Peipert,
2003; Gonzalez et al, 2004), por la alta frecuencia de estos procesos y por su
importante relacion con los problemas reproductivos, es importante indagar sobre las
alteraciones moleculares que directa o indirectamente son provocados por los
procesos infecciosos y/o inflamatorios. Se sabe que el andlisis seminal de rutina, es

una herramienta importante para el diagnosticos y seguimiento de pacientes con
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alteraciones seminales y espermaticas, sin embargo, a pesar de la utilidad de esta
prueba de laboratorio, en muchos casos la informacion que ofrece dificulta discernir
la etiologia de la esterilidad, mas aun, el analisis seminal rutinario puede esconder
alteraciones subcelulares y/o moleculares que podrian ser las causas de la patologia
reproductiva.

El analisis del semen por su facil implementacion, sigue siendo la prueba
clinica de laboratorio mas importante con la que se dispone para la evaluacion del
factor masculino. Los parametros medidos por el analisis seminal ofrecen gran
informacion en cuanto a las caracteristicas de motilidad, vitalidad, morfologia,
nimero y concentracion de los espermatozoides, factores muy importantes para que
se pueda llevar con éxito la procreacion; sin embargo, en muchas ocasiones no
permite discernir las alteraciones sutiles que se presentan en los espermatozoides. Se
ha reportado que alrededor del 15 % de los pacientes con problemas de fertilidad
presentan seminogramas dentro de los parametros normales (Guzick et al, 1998), es
aqui cuando se pone en tela de juicio la realizacion de sélo el analisis seminologico
rutinario.

Entre las alteraciones que no son detectadas por el estudio del semen de
manera rutinaria se encuentran; las alteraciones en el ADN espermatico, es posible
que pacientes que tienen seminaogramas normales sigan siendo estériles, la causa de
la infertilidad puede deberse a un ADN del espermatozoide anémalo, factor que no
se mide de forma rutinaria en el laboratorio andrologico. Diversas técnicas han
surgido para el estudio de las alteraciones en el ADN de la célula espermatica,
técnicas referidas desde hace algunas décadas como la técnica del Andlisis de la
Estructura de la Cromatina Espermatica (SCSA, por sus siglas en ingles), COMET

Assay, TUNES Assay, In Situ Nick Translation Assay, el Test de Naranja de
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Acridina, prueba de Dispersion de la Cromatina Espermatica (SCD), todas estas
técnicas tienen como finalidad, indagar la presencia de alteraciones moleculares que
podria presentarse en el ADN espermatico y que podrian estar intimamente
relacionadas con la merma en la capacidad fertil del varén.

Aplicar la prueba de Dispersion de la Cromatina Espermatica ha generado
informacion valiosa en la evaluacion del hombre infértil y sub-fértil, al evaluar la
presencia de rupturas en el ADN esperméatico de 143 pacientes infértiles y con
procesos infecciosos por Chlamydia trachomatis y Mycoplasma spp., se evidencio la
correlacion que existe entre el proceso infeccioso por estos gérmenes y las rupturas
en el ADN del espermatozoide (Gallegos et al, 2007). Seria de gran importancia
ampliar el estudio de los pacientes con procesos infecciosos causados por gérmenes
inespecificos, asi como complementar el estudio molecular de este grupo.

Otro de los parametros moleculares con los que con frecuencia se relacionan
los procesos infecciosos causados por gérmenes inespecificos es la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés). La generacion de
especies reactivas de oxigeno es un proceso que ocurre normalmente en las células
durante la actividad aerobia. Hay un mecanismo homeostatico que genera un balance
entre la produccion de ROS y el sistema antioxidante, en condiciones en las que la
generacion de ROS supera la capacidad antioxidante se provoca un sin nimero de
alteraciones celulares que al final terminan por disminuir las capacidades celulares.

El estrés oxidativo generado por la excesiva produccién de especies reactivas
de oxigeno, ha sido asociado con la funcion andmala del espermatozoide y con
problemas de infertilidad (Wang et al, 2003). La produccion excesiva Yy
descontrolada de especies reactivas se ha asociados con alteraciones en los lipidos,

proteinas y ADN celular. Al estudiar a 38 pacientes infértiles y valorar la produccion
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anormal de ROS, Wang y colaboradores concluyeron que este grupo de pacientes
infértiles presentd niveles altos de ROS al comparar con un grupo de 8 donadores
sanos.

Las especies reactivas de oxigeno pueden ser generadas por el
espermatozoide, pero en gran medida también son producidos por los leucocitos
presentes en el semen. En este campo es bien sabido que la respuesta inflamatoria
contra agentes infecciosos que invaden el tracto genitourinario podria tener un efecto
deletéreo por la produccion de ROS por las células inflamatorias y las citocinas
proinflamatorias tal como la IL-8, que es quimiotéctica para los leucocitos, los que
producen ROS (Quintero et al, 2000).

Las infecciones generadas por Chlamydia trachomatis y Micoplasmas
genitales no siempre se acompafan con una respuesta inflamatoria evidente, sin
embargo Eley y colaboradores mencionan que las infecciones por Chlamydia
trachomatis son la mayor causa de subfertilidad en el hombre y en la mujer, el
mecanismo por el cual ocurre esto puede ser via la reaccion inflamatoria aguda
asociada a la infeccion (Eley et al. 2005) por lo que seria de gran utilidad la
evaluacion de la produccion de ROS en liquido seminal de pacientes que presentan
estos procesos infecciosos.

Uno de los dafios moleculares que es dificil discernir con el analisis seminal
de rutina, es la presencia de procesos apoptoticos en la célula espermética. Se ha
relacionado con mucha frecuencia la generacion de especies reactivas de oxigeno y
el dafio en la estructura del ADN espermatico, también estas alteraciones son
frecuentemente relacionados con procesos de muerte celular por mecanismo de

apoptosis.
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Si tomamos en cuenta que la generacion de ROS esta intimamente
relacionado al proceso inflamatorio, cabria suponer que la infeccion genitourinaria
terminaria por inducir una casada de alteraciones que provocarian el dafio en la
molécula de ADN espermatico y que en ultima instancia provocarian la muerte de la
célula espermatica.

En las infecciones genitourinarias (IGU) la presencia de mas de un
microorganismo patégeno de transmision sexual es muy frecuente, en el caso
particular de Chlamydia trachomatis y especies de Micoplasmas genitales, es muy
frecuente encontrar asociaciones con virus, Treponema pallidum y VPH (Zvulunov
et al, 2000; Loustarinen et al, 2004). La asociacion de gérmenes mas frecuentemente
observada es entre Chlamydia trachomatis y Ureaplasma urealyticum (genero
perteneciente a los Micoplasmas genitales.

En la serie de pacientes estudiados en este trabajo, 24 de los 37 individuos
(64.8%) presentaron positividad para C. trachomatis por la técnica de
Inmunofluorescencia Directa (IFD) y positividad para Micoplasmas genitales
mediante la identificacion por cultivo selectivo, estos resultados concuerdan con lo
que se ha publicado por diversos grupos de investigadores acerca de la frecuente
asociacion entre estos gérmenes de transmision sexual.

También se confirma que Chlamydia trachomatis es un patogeno que con alta
frecuencia se encuentra asociado a procesos infecciosos en pacientes infértiles o
subfértiles (Purvis et al, 1995). En nuestros resultados 35 de los 37 pacientes (94.5%)
presentaron positividad para C. trachomatis, lo que indica la alta incidencia de este
microorganismo en la asociacion con los procesos de subfertilidad.

Los micoplasmas genitales son microorganismos que se han aislado

constantemente en parejas que presentan problemas de infertilidad o subfertilidad
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(Diaz et al, 1999), entre los hallazgos obtenidos pudimos observar la alta frecuencia
con la que los Micoplasmas genitales se encontraron el en grupo de pacientes
infértiles que fue estudiado, se observo positividad en 26 de los pacientes estudiados
lo que corresponde al 70.2% de los casos.

Los procesos infecciosos generalmente traen como consecuencia una
respuesta inflamatoria que en grados variables, provocara la presencia de células
inmunitarias y moléculas citotdxicas. Diversos mecanismos han sido propuestos para
tratar de explicar como las infecciones del tracto genitourinario estan relacionadas
con los problemas de infertilidad en el varén. Sin embargo muchas de estas
aseveraciones no se han logrado confirmar y son causa importante de debate entre los
grupos de investigadores (Egger-Kruce et al, 1998; Michelmann, 1998; Wolff, 1998;
Hales et al, 1999).

Entre los mecanismos que se han propuesto como causas posibles de dafio en
los espermatozoides durante las IGU se encuentra, el dafio a la membrana de los
espermatozoides, causados por diversas condiciones como la generacion de ROS
(Agarwal y Saleh, 2002).

Ademas del dafio que es generado a las membranas celulares, los radicales
libres de oxigeno son un factor muy importante para que se presente dafio en la
molécula de ADN (Lopes et al, 1998; Twigg et al, 1998; Wang et al, 2003; Sanocka
et al, 2004).

Sanocka y colaboradores mencionan que los ROS son causantes potenciales
de dafio a la estructura molecular de la célula; los lipidos, proteinas y al ADN son el

blanco frecuente de estas moléculas altamente reactivas (Sanocka et al. 2004).
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En nuestros resultados observamos que el grupo de pacientes infértiles con
infeccion por Chlamydia trachomatis y Micoplasmas genitales presentaron un alto
grado de espermatozoides con ADN fragmentado.

El grupo de pacientes positivos para Chlamydia trachomatis presentd una
fragmentacion de DNA mayor comparandolo con el grupo control, esto concuerda
con lo mencionado por Lopes y colaboradores, 1998; Twigg y colaboradores, 1998;
Wang y colaboradores, 2003; Sanocka y colaboradores, 2004, acerca de que los
procesos infecciosos traen como consecuencia alteraciones moleculares como la
presencia de rupturas en la molécula de ADN.

Del mismo modo el grupo de pacientes que tenian la infeccion por ambos
microorganismo (Chlamydia trachomatis y Micoplasmas genitales) present6 dafio en
la estructura del ADN con significancia estadistica comparandolo con el grupo de
individuos fértiles y sin infeccién, el grado de afectacion fue mayor en este grupo.
Esta comprobado que el mecanismo la presencia de mas de un microorganismo es un
factor que induce un mayor grado de alteraciones en la estructura del
espermatozoide.

Diversos investigadores han mencionado que el dafio a los espermatozoides
puede ser causado por el contacto directo de la bacteria con esta célula (Gorga et al,
2001; Satta et al, 2005), por lo tanto se puede presumir que la concentracion
bacteriana es un indicativo del grado de dafio que se presentara en los
espermatozoides del individuo con infeccidn, quiza esto explica, porque el grupo de
individuos que presentaba proceso infecciosos por los dos microorganismos
presentaron una frecuencia mayor de dafio celular.

El grupo de pacientes que solo tenia la infeccion por Micoplasmas genitales

no tuvo diferencia estadisticamente significativa comparado con el grupo control,
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cabe hacer mencion que este grupo estuvo constituido solamente por dos individuos
lo que limita en gran medida hacer inferencia sobre los resultados, se podria suponer
que para que este resultado fuese mas confiable se requeriria ampliar la muestra
estudiada. Sin embargo, también es cierto que el resultado que se present6 de dafio
molecular sin significancia podria ser debido a condiciones propias de la bacteria ya
que es ampliamente conocido que este género bacteriano no es necesariamente una
bacteria intracelular, en algunas etapas de su ciclo biolégico se podria localizar fuera
de la célula, lo que induciria un dafio menor a nivel de la estructura celular.

Los radicales libres de oxigeno son moléculas altamente reactivas, son
derivados del oxigeno y tienen una alta tendencia a reaccionar con otras moléculas de
su entorno a las que modifican oxidandolas primero, para posteriormente provocar la
pérdida de su funcién biolégica (Cuquerella et al, 2003).

A pesar de que los ROS pueden ser moléculas altamente nocivas cuando son
generados en forma descontrolada, también es cierto que en condiciones normales
son moléculas muy importantes para mecanismos que lleva a cabo el espermatozoide
como condiciones fisioldgicas necesarias para su funcionamiento: la capacitacion
espermatica, la reaccion acrosomal, la unién del espermatozoide con la zona pellcida
y la fusion con el ovocito, son condiciones esenciales en las que intervienen las
moléculas reactivas de oxigeno como una condicion fisioldgica normal (Fernandez et
al, 1995a, 1995b; Agarwal et al, 2003).

Ya se ha mencionado que los ROS son productos generados por el
espermatozoide como causa del dafio generado a la célula o también, pueden ser
generados por las células responsables de la defensa. Las células inmunitarias como
parte de su mecanismo de defensa implican la liberacion de moléculas altamente

nocivas para el medio circundante, las monocinas, las linfocinas y los ROS son
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moléculas liberadas por las células inflamatorias que implican alteraciones
espermaticas a causa del dafio generado a los componentes moleculares (Hill et al,
1998; Kohn et al, 1998), esta podria ser la relacion existente con las causas de
infertilidad y los radicales libres de oxigeno.

Han surgido diversas técnicas aplicables a la determinacion de radicales
libres en el liquido seminal (Pérez-y Pérez, 2000), algunas de estas técnicas se basan
en la determinacion directa de los ROS mediante técnicas de quimioluminiscencia,
ademas de estas existen técnicas de determinacion indirecta, que se fundamentan en
la medicion de productos de reaccién que son generados por la accién de los
radicales libres sobre algunos componentes celulares (Twigg et al, 1998). Entre las
técnicas de determinacion indirecta de los radicales libres de oxigeno se encuentra la
técnica de TBARS, esta es una prueba que se basa en la medicién de MDA formado
a partir de los lipidos insaturados, principalmente de las membranas bioldgicas.

Para nuestro estudio se aplicd la técnica de TBARS para valorar la presencia
de MDA en el liquido seminal total.

Esta comprobado que bacterias del género Chlamydia y Micoplasmas estan
relacionados con la produccion de radicales libres de oxigeno, Aitken y
colaboradores es un estudio de 1995 concluyeron que el genero Mycoplasma es
productor de radical superdxido (Aitken et al, 1995), el radical superdxido es un
agente altamente oxidante que actla contra componentes de la célula que son muy
propensos a sufrir modificaciones, tal es el caso de las proteinas y lipidos de
membrana.

Sin embargo en los resultados de los distintos grupos estudiados no logramos
observar diferencia estadisticamente significativa al comparar con el grupo de

individuos sanos. Las desviaciones estandar de todos los grupos fueron muy amplias,
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lo que quiere decir variaciones muy grandes en los resultados de todos los pacientes,
es ampliamente conocido que esta técnica se basa en la determinacion de un producto
de reaccion de todas las membranas bioldgicas y en general de todos los lipidos
insaturados presentes en el medio, por lo que la presencia de contaminantes celulares
seria una influencia en los resultados, probablemente no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de pacientes y el grupo control ya
que no se controld la presencia de restos celulares, carga bacteriana y presencia de
otras células, en el medio en el cual se realiz6 la determinacion, esto podria ser la
causa de las grandes variaciones que se observaron en los resultados.

Seria importante realizar la determinacion de ROS por esta técnica,
posteriormente a la purificacién y aislamiento de los espermatozoides del medio del
liquido seminal en el que se encuentran, con esto se retirarian las células
inflamatorias presentes como respuesta al proceso infeccioso, células de esfacelo y
detritus celulares que cominmente se observan en pacientes con procesos infecciosos
causados pro Chlamydia trachomatis y Micoplasmas genitales, el aislar al
espermatozoide de contaminantes traeria como consecuencia la determinacion
especifica de MDA en la célula espermaética.

La apoptosis ocurre de forma normal en espermatogonias, espermatocitos y
esperméatides como un mecanismo normal de regulacion de la espermatogénesis
(Rodriguez et al, 1997; Ricci et al, 2002; Fiedrich et al, 2003; Soumalainen et al,
2004). Sin embargo en los procesos infecciosos ocurre liberacion de citocinas que
provocan dafio a la célula; el dafio también puede ser provocado a causa del contacto
de la célula espermética con las moléculas que forman parte de la estructura del
agente infeccioso, tal es el caso de algunos componentes de la membrana de los

microorganismos
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Gorga y colaboradores en el 2001 y Satta y colaboradores en el 2005
concluyeron que la composicion molecular de la membrana de los géneros
bacterianos Chlamydia trachomatis y Mycoplasma spp., podrian ser inductores
directos de la apoptosis espermatica, en las membranas celulares de estos gérmenes
se encuentran moléculas como las porinas y los lipopolisacaridos que se ha visto son
agentes que provocan la entrada en apoptosis de los espermatozoides cuando son
expuestos a estas moléculas nocivas (Gorga et al, 2001; Stta et al, 2005).

En nuestros resultados comprobamos que estos géneros bacterianos si
aumentan el grado de apoptosis en los pacientes estudiados, ya que en los tres grupos
se observo un grado mayor de apoptosis comparado con el grupo control.

Se ha documentados por gran nimero de investigadores la adherencia de
Chlamydia trachomatis y géneros de Micoplasmas genitales a la célula espermatica
(Custo et al, 1989, Agarwal et al, 2003; Gallegos-Avila, 2003), de acuerdo a nuestros
resultados, en los que observamos un nimero alto de pacientes con el proceso
infeccioso por ambos microorganismos, esta podria ser un de las explicaciones del

dafio producido por estas bacterias en el grupo de pacientes estudiados.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Primera.- En el grupo de pacientes estudiados, los niveles altos de rupturas en el
ADN se asociaron a la presencia de Chlamydia trachomatis y micoplasmas genitales que

en combinacion tuvieron un mayor efecto inductor de Dafio en la estructura del ADN.

Segunda.- El grado de lipoperoxidacién evaluado por la técnica de TBARS en
liqguido seminal total, no puede ser utilizado como un indicador especifico de dafio
espermatico asociable al proceso infeccioso causado por Chlamydia trachomatis y/o por

micoplasmas genitales.

Tercera.- Existe una asociacién entre los niveles altos de apoptosis espermatica

con la infeccién seminal por Chlamydia trachomatis y micoplasmas genitales.

Cuarta.- La infeccion seminal por Micoplasmas genitales y Chlamydia
trachomatis si implican cambios moleculares entre los que se encuentran el incremento

en la fragmentacion del ADN espermatico y un mayor grado de apoptosis
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Primera.- Estudios citogenéticos podran determinar si existen alteraciones
cromosomicas y si fueran o no caracteristicas de dafio inducido por Chlamydia

trachomatis y micoplasmas genitales.

Segunda.- El grado de Lipoperoxidacion evaluado en liquido seminal total,
deberd ser analizado considerando la presencia de otras fuentes de produccion de
especies reactivas de oxigeno, tales como células inflamatorias, restos celulares y la

cantidad de bacterias presentes.

Tercera.- Constituir un grupo de pruebas que detecten dafio molecular de
impacto deletéreo sera de valor pronostico y permitiria determinar el tipo y duracion del

tratamiento de éstos procesos.
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