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Resumen
Introduccion: Las infecciones de transmision sexual por Virus del Papiloma Humano

(VPH) y Chlamydia trachomatis (CT), la inflamacién y el estrés oxidativo (EO) juegan un
papel importante en la infertilidad masculina, sin embargo, su asociacion aun no se ha
explorado en conjunto. Objetivo: Analizar el efecto de la infeccion por VPH (genotipos) y
CT sobre la calidad espermatica y la respuesta inmunitaria seminal en pacientes militares
mexicanos que derivan de un estudio de pareja infértil. Material y método: El estudio
incluy6 104 muestras de semen a las que se les realizd espermatobioscopia, deteccion de la
infeccion por CT, VPH y los genotipos de bajo riesgo (BR-VPH:6, 11) y alto riesgo (AR-
VPH:16, 18, 31, 33, 52 y 58) mediante la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR). La
cuantificacion de citocinas seminales (IFN-y, IL-4, IL-10, IL-1p, IL-6, TNF-a e 1L-8,) se
realiz6 mediante ELISA y los marcadores de EO: Capacidad antioxidante total (TAC),
lipoperoxidacién (LPO), 8-hidrodesoxiguanosina (8-OHdG) se evaluaron por
espectrofotometria. Se llevd a cabo un analisis estadistico para la asociacion entre la
presencia de los patogenos, citocinas y marcadores de EO, a través de pruebas no
paramétricas de U-Mann Whitney y Kruskall Wallis (p< 0.05), utilizando el programa
estadistico SPSSv23. Resultados: Se encontr6 una alta prevalencia de genotipos de AR-
VPH (96.3%, 78/81), predominando la infeccion mdltiple (IM) en comparacion a la
infeccion simple con genotipos AR-VPH (63% VS 37%). Ademas, se detectd una alta
prevalencia de patdgenos de 96.4% (81/84), donde la infeccion por VPH fue de 68% (55/81),
CT de 13.5% (11/81) y la coinfeccion por VPH+CT de 18.5% (15/81). Referente a los
parametros seminales, la infeccion por VPH y coinfeccion VPH+CT maodificaron el pH a
alcalino y disminuyeron el porcentaje de morfologia normal de espermatozoides de acuerdo
con los criterios normales establecidos por la OMS. Se cuantificaron niveles mas altos de
IFN-y e IL-6 en los grupos infectados, particularmente se encontré una concentracion mas
alta y significativa de IL-B en el grupo de coinfeccion por VPH+CT. Ademés, VPH y la
coinfeccion por VPH+CT incrementaron niveles de LPO y 8-OHdG, y bajos niveles de TAC
en todos los grupos de estudio, demostrando que la IM de AR-VPH promovié mayor
incremento significativo de LPO. Conclusion: La alta infeccion por VPH o coinfeccion
promueven un pH alcalino, asi como un ambiente pro-inflamatorio y oxidativo perjudicial

para los espermatozoides que puede contribuir a la teratozoospermia.



Introduccion

1.1. Infertilidad masculina

La infertilidad es un importante problema mundial de salud reproductiva. De acuerdo con el
Comité Internacional para el Monitoreo de la Tecnologia de Reproduccion Asistida
(ICMART) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la infertilidad se define como la
inhabilidad para concebir en pareja y producir descendencia después de 12 meses
consecutivos de relaciones sexuales sin proteccion (World Health Organization, 2010). En
2010, la OMS estimo6 que aproximadamente 48,5 millones de parejas (8-12% de parejas)
presentan el padecimiento de infertilidad a nivel mundial (‘News Focus’, 1956; Wang et al.,
2018; World Health Organization, 2010). Ademaés, la infertilidad afecta el 15 % de las
parejas que han estado desprotegidas durante una relacion sexual y que se encuentran en
edad reproductiva (H. C. Schuppe et al., 2017; Sharlip et al., 2002), representando al menos
la mitad de los casos por infertilidad en el hombre a nivel mundial y (Sharlip et al., 2002)

que esta relacionado con la mala calidad espermatica (Figura 1).

Africa
43%

20-40%

Figura 1. Porcentaje de infertilidad por regién debido al factor masculino (Agarwal et al.,
2015).



En México, el 20% de las parejas mexicanas sufren infertilidad (OMS, 2017). De acuerdo
con el INEGI, existen 2.6 millones de casos de infertilidad, de los cuales el 40% se debe al
factor masculino (https://mexicofertil.com/infertilidad-causas-y-tratamientos).

En principio, el médico evalda de forma clinica la fertilidad masculina con un examen fisico,
revision de la historia clinica y posteriormente se realiza un andlisis de semen, el cual se
colecta normalmente en un envase estéril por medio de la masturbacién, dicho analisis brinda
informacion importante acerca de la cantidad y calidad espermatica. Si el recuento de
espermatozoides es normal y los espermatozoides presentan una forma y una movilidad
normales, es probable que la fertilidad del hombre sea normal. Si los resultados son
anormales, se deben examinar con mas detalle los espermatozoides (OMS, 2010). Ademas,
se ha observado que puede haber una disminucion en la calidad del semen a lo largo de los
afios debido a diferentes factores de riesgo que pueden provocar pérdida de funciones a nivel
reproductivo y/o desencadenar procesos fisiopatoldgicos que aun no se entienden
completamente que incluyen la infertilidad (Lyu et al., 2017; Xiong et al., 2018).

1.2. Calidad espermética y factores de riesgo que conllevan a la infertilidad masculina

En 2010, la Organizacion Mundial de la Salud definio los limites de referencia de los
parametros de calidad de semen mas bajos en hombres cuyas parejas tuvieron un embarazo
en menos o igual a 12 meses. Los criterios estrictos de calidad espermatica son el volumen
del semen mayor de 1.5 mililitro (mL), la cuenta espermatica de 15 millones por mL, el
conteo total de espermatozoides mayor a 39 millones por mL; el porcentaje de motilidad
progresiva y no progresiva mayor a > 40 %; la movilidad progresiva a + b (> 32 %), el
porcentaje de morfologia normal mayor al 4 % y el conteo de leucocitos de 1 millon por mL
(World Health Organization, 2010). La disminucion en la referencia de la calidad de semen
de la poblacion ha sido reportada en varios estudios (Meklend, 2010). Los factores de riesgo
que repercuten en la fertilidad son los genéticos, los trastornos hormonales (hipotiroidismo,
hiperprolactinemia), los problemas fisicos (varicocele, conductos de esperma dafiados), los
problemas de estilo de vida (fumar, alcohol o abuso de drogas, obesidad), causas ambientales
(radiacion) e infecciones previas de origen bacteriano o de origen viral (Figura 2), que
detonan en reacciones inflamatorias (Schuppe et al., 2017; Wang et al., 2018).


https://mexicofertil.com/infertilidad-causas-y-tratamientos/
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Figura 2. Etiologia multifactorial en la infertilidad masculina (Pérez Soto et al., 2019).

Es importante mencionar que, la fertilidad de un hombre se mejora mediante la adopcion de
un estilo de vida saludable, mantener un peso ideal, una dieta rica en antioxidantes y
multivitaminas que puede mejorar la calidad de los espermatozoides, asi también, al reducir
el estrés y controlar las enfermedades crénicas, tales como la presion arterial alta y la
diabetes y obesidad, que también pueden mejorar las probabilidades de que un hombre

fecunde a su pareja ((Vander & Wyns, 2018; https://www.reproductivefacts.org/).

1.3. Infecciones de transmision sexual (ITS) como factores de riesgo en infertilidad

masculina.

Las ITS tienen efectos en la salud sexual y reproductiva en todo el mundo y se transmiten
de una persona a otra a través del contacto sexual. Entre estas ITS, se encuentran las de
origen bacteriano (Escherichia coli, Ureaplasma urealyticum, Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia trachomatis), micética (Candida albicans y Trichomonas vaginalis) y/o viral
(Virus del Papiloma Humano o VPH, Citomegalovirus, Herpes simplex virus) y han sido

relacionadas con la infertilidad masculina (Hou et al., 2013).



1.4. Virus del Papiloma Humano (VPH) en la infertilidad masculina.

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es el agente infeccioso de transmision sexual mas
comun en mujeres y hombres (Wang et al., 2010; Weidner et al., 1999). El papel de VPH en
el desarrollo de cancer cervicouterino en mujeres estd ampliamente investigado, incluso en
la evasion de la respuesta inmunitaria, mientras que, el estudio de la infeccién por VPH en
los hombres es escasamente conocido, ain mas en hombres infértiles. En parte se debe a que
la infeccidn es asintomatica y por esa razon los hombres no son revisados de forma rutinaria
para VPH, resultando en un posible reservorio de infeccidn con un alto riesgo de transmision
a la pareja y con consecuencias a la salud del hombre como es la infertilidad (Garolla et al.,
2011).

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae y al género Papillomavirus, presenta un
genoma de ADN circular de doble cadena con 7.900 pares de bases y se encuentra asociado
con histonas formando un complejo similar a la cromatina, no posee envoltura y presenta
una capside icosaédrica que esta compuesta por 72 capsémeros.

El genoma presenta un promedio de ocho marcos de lectura abierta (ORF) importantes que
son expresados a través de ARNm policistronicos, transcritos de una sola cadena de ADN.
El material genético se divide en 3 regiones principales, una region de control (LCR, long
control region); una region temprana E (Early), que dan origen a proteinas no estructurales
y una region tardia L (Late) que contiene los genes que dan origen a dos proteinas
estructurales (Figura 3). La region LCR contiene un centro promotor Ilamado p97 (en VPH
16) o pl05 (en VPH 18) que permite potenciar o silenciar secuencias que regulan la
replicacion del ADN mediante el control de la transcripcion de los ORF; ademas, esta region
contiene la mayor variacion genética entre un tipo viral y otro. Las proteinas E1 y E2
transcritas a partir de la region temprana son responsables de la replicacion viral y expresion
génica. La region tardia codifica para las proteinas L1 y L2, componentes de 95 y 5%,
respectivamente, de la capside viral. Las proteinas E6 y E7, productos de la region temprana,
son las encargadas de inmortalizar la célula hospedera y del proceso carcinogénico (Silva et
al., 2013).
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Figura 3. Estructura del Virus del Papiloma Humano (VPH16) (Adaptada de Nakahara
and Kiyono, 2016; https://www.visual-science.com/projects/numan-papillomavirus/3d-
model/).

Por otro lado, la prevalencia del VPH parece ser menor en hombres que en mujeres (Giuliano
et. al. 2011). Los reportes de prevalencia del virus en muestras de semen muestran datos muy
variables, que van desde el 2% en semen de hombres fértiles hasta 85% en semen de
pacientes que se atienden en clinicas de fertilidad (Damke et al., 2017; Flores-Sanchez et al.,
2010; Foresta et al., 2015; Garolla et al., 2012; Golob et al., 2014; Green et al., 1991; Nasseri
et al., 2015; Schillaci et al., 2013). En México se han reportado prevalencias del 27% y 59%
en hombres que se encuentran en programas de reproduccion asistida (Cortés-Gutiérrez et
al., 2016; Flores-Sanchez et al., 2010).

Respecto a la duracién de la infeccion con VPH en mujeres es de 9.8 meses, sin embargo,
en hombres es de 6.9 meses (Giuliano et al., 2011). La infeccion en el hombre puede durar
hasta 24 meses y el promedio para aclarar el VPH es de 5.9 meses en comparacion de las
mujeres que es de 28 meses (Combhaire et al., 1999; Depuydt et al., 2016). Si no se logra
aclarar la infeccion, los viriones libres provocan efectos dafiinos a los espermatozoides,
pudiendo unirse a la cabeza de los mismos y directamente reducir la movilidad espermatica
(Garolla et al., 2013), lo cual se ha evidenciado en un 70% de los reportes en los que se

observa alteracion de la calidad espermaética por la infeccion VPH (Bezold Guntram, Politch
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Joseph A., Kiviat B. Nancy, Kuypers Jane M., Wolff Hans, 2007; Cai et al., 2014; Foresta
et al., 2010b; Garolla et al., 2012; Lai, 1997; Moghimi et al., 2019; Nasseri et al., 2015;
Rohde et al., 1999; Vignera et al., 2015; Yang et al., 2013). Otro 25% de reportes en los que
se observa alteracion de la calidad espermatica han descrito en pacientes infértiles iranies,
brazilefios, italianos y chinos hay asociacion de la disminucién del namero
espermatico(Bezold Guntram, Politch Joseph A., Kiviat B. Nancy, Kuypers Jane M., Wolff
Hans, 2007; Damke et al., 2017; Foresta et al., 2015; Garolla et al., 2012; Nasseri et al.,
2015; Vigneraetal., 2015; Yang et al., 2013); un menor nimero de reportes también describe
el incremento en el pH (Damke et al., 2017), un incremento del nimero de leucocitos
(Damke et al., 2017) y anormalidades en la morfologia (Cai et al., 2014; Yang et al., 2013)
que se incrementa al encontrarse a patdgenos como Chlamydia trachomatis en coinfeccion
(Cai et al., 2014). Mientras que otros reportes han indicado que el virus fragmenta el DNA
en espermatozoides expuestos a proteinas oncogénicas de E6/E7 (Connelly et al., 2001;
Depuydt et al., 2016) e induce dafio al DNA espermaético (Garolla et al., 2011).

1.5. Genotipos de la infeccion por Virus del Papiloma Humano (VPH) en la infertilidad

masculina.

En relacion a los genotipos del virus se han identificado aproximadamente 200, de los cuales
30 tipos son responsables de infecciones anogenitales. Su clasificacion se basa en la
patogenicidad y la virulencia, encontrandose los genotipos de alto riesgo de malignidad (16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73y 82); tres tipos como de probable alto riesgo
(26, 53y 66) y 12 como de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 y CP6108)
(Santos-L6pez et al., 2015). Como podemos observar, hay algunos genotipos VPH que son
mas oncogeénicos que otros, por lo que el dafio sobre la calidad espermatica no puede ser
descartada, ain més sobre la infertilidad que en ocasiones es inexplicable. Se sabe que la
infeccién maltiple puede estar presente (Depuydt et al., 2016), algunos grupos han descrito
presencia del 16% para infeccion multiple en contraste con infeccion simple en el 6%
(Damke et al., 2017) pero es posible que s6lo un patdgeno sea detectado mediante técnicas
poco sensibles por lo que hay falta de informacion para dar un diagnostico concreto
relacionado a la infertilidad.



Los genotipos detectados con mas frecuencia en hombres infértiles en orden decreciente de
acuerdo a un reciente metaanalisis son 45, 16, 52,18/59 y 33 (Xiong et al., 2018). En México
los genotipos detectados en este tipo de poblacion con mayor frecuencia son el 6 y el 11,
seguidos de 16, 18, 45, 51, 52 y 66 (Cortés-Gutiérrez E. I., Davila-Rodrigu. I., Fernandez J.
L., de la O-Pérez L. O., Garza-Flores M. E., Eguren-Garza R., Gosalvez, 2016).

Por otro lado, se ha descrito que VPH puede adaptarse al huésped y completar su ciclo viral
y mantenerse latente en la poblacién sin causar alguna aparente enfermedad(Depuydt et al.,
2016; Ekstrom et al., 2011), es decir hay una interaccién armoénica entre VPH y el huésped,
entre los procesos de replicacion viral y la tolerancia inmune que puede provocar una sobre
activacion inmunitaria y un subsecuente estado inflamatorio silencioso, que también se
relaciona con un mayor riesgo de coinfecciones tanto bacterianas como virales y procesos
inflamatorios crénicos que podrian representar riesgos para la fertilidad masculina
(Woolhouse and Gaunt, 2007).

Como podemos observar, hay algunos genotipos VPH que son méas oncogénicos que otros,
por lo que el dafio sobre la calidad espermatica no puede ser descartada, ain mas sobre la
infertilidad que en ocasiones es inexplicable.

Se sabe que la infeccion multiple puede estar presente (Depuydt et al., 2016) pero es posible
que s6lo un patdgeno sea detectado mediante técnicas poco sensibles por lo que hay falta de

informacion para dar un diagndstico concreto relacionado a la infertilidad.
1.6. Chlamydia trachomatis en la infertilidad masculina.

Chlamydia trachomatis (CT) es una bacteria intracelular obligada, que posee una membrana
interna y externa similar a las bacterias Gram-negativas y un lipopolisacarido, pero no tiene
una capa de peptidoglucano. Es un patdgeno con tropismo para el tracto urogenital y
conjuntivas. Se sabe que es la causa mas prevalente de infertilidad masculina, aunque
también podria causar uretritis, prostatitis y sindrome de Reiter en hombres (Ahmadi et al.,
2016; Mackern-oberti et al., 2013; Redgrove & McLaughlin, 2014). Entre los hombres
infértiles, existe una variabilidad considerable en la tasa de infeccién por CT (Tabla 1), que
oscilaentre 0.3 al 62.9%, cuya deteccion es a través de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), en general la prevalencia es baja en los paises desarrollados (Samplaski et al., 2014).



Tabla 1. Prevalencia de la infeccion seminal por Chlamydia trachomatis en hombres
infértiles (Adaptada de Samplaski et al., 2014).

Frecuenciade CT en

Autor Afo | Estudio Pais hombres infértiles
Levy et. al. 1999 | Prospectivo Francia 10.9 % (10/92)
Ochsendorf et. al. 1999 | Prospectivo Alemania 1.6 % (2/125)
Gdoura et. al. 2001 | Clinico Tunisia 16.3 % (15/92)
. . . 2.7% (3/111)
Hamdad-Daoudi et al. 2004 | Clinico Francia
Reino
: . ) 4.9% (31/642
Hosseinzadeh et al. 2004 | Clinico Unido 9% (31/642)
0,
de Barbeyrac et al. 2006 | Prospectivo Francia 0.3% (1/260)
Retrospectivo, 2 55 04 (6/240
Bezold et. al. 2007 | controlado Alemania 95%( )
Gdoura et. al. 2008 | Clinico Tunisia 42.3% (44/104)
Kokab et al. 2010 | Cohorte Canada 6.3% (16/255)
0
Al-Sweih et al 2012 | Casos-controles 3.9% (4/127)
Domes et al. 2012 | Cohorte Canada 0.30%
Okoror and Agbonlahor 62.6 % (417/666)
et. al. 2012 | Casos-controles | Nigeria
Liu et al. 2014 | Casos-controles | China 2.58 % (16/621)
) ) 23.38 % (18/77)
Al-Marzoqi et al. 2014 | Prospectivo Iraq
13.9 % (39/281)
Ouzounova-Raykova et al. 2015 | Casos-controles | Bulgaria
31.9% (37/116)
Lopez-Hurtado et al. 2017 | Transversal México
31.7 % (33/104)
Pérez-Soto et al. 2021 | Transversal México

La secuencia gendmica completa de CT consiste en un cromosoma de aproximadamente 1.0

Mbp y un plasmido extracromosémico de aproximadamente 7.5 kbp, con un total de

aproximadamente 900 genes codificadores de proteinas.




1.7. Relacion entre infertilidad, infeccién y respuesta inmunitaria: Participacion de

citocinas pro-inflamatorias.

La infeccion/inflamacion de la glandula accesoria masculina (MAGI) es un acrénimo
genérico que indica un conjunto de enfermedades inflamatorias de las glandulas sexuales
accesorias masculinas, las cuales se han encontrado en hombres infértiles con una frecuencia
de entre 2 al 18 %, lo cual se encuentra pobremente diagnosticado debido a que solo toman
en cuenta los leucocitos en el eyaculado, sin embargo, las cifras aumentarian después del
masaje prostatico como lo indican algunos reportes (Vignera et al., 2015, 2014; Wang et al.,
2010; Weidner et al., 2013; Xiao et al., 2013).

Los patdgenos infecciosos pueden afectar la fertilidad masculina de diferente manera,
provocando dafio celular a través de mediadores de la inflamacién, creando una obstruccién
0 unirse a los espermatozoides (Vander Borght and Wyns, 2018). La calidad y cantidad del
semen son medidas de fertilidad, cuando los pardmetros se encuentran alterados se pueden
clasificar como astenozoospermia, oligoastenozoospermia, oligoastenozoospermia grave y
azoospermia (World Health Organization, 2010).

En el hombre infértil se han evidenciado los efectos tanto de la infeccion como la
inflamacion de las glandulas accesorias (MAGI) debido al tipo de patdgeno, el curso de la
enfermedad (aguda o crénica) y los 6rganos afectados (Depuydt et al., 2003; Maegawa et
al., 2002). En principio, para establecer el diagndstico de un paciente infértil, se debe analizar
el estado de salud, factores de riesgo como son los patdgenos relacionados con las
enfermedades de transmision sexual y la calidad espermaética definida por los criterios de la
OMS, 2010, principalmente (Depuydt et al., 2016).

Los mecanismos a traves de los cuales MAGI perjudica la fertilizacion al alterar la calidad

espermatica se conocen ampliamente, como se aprecia en la figura 4.

En principio, hay un dafio causado por el desequilibrio de las concentraciones de citocinas,
los factores de crecimiento y las especies reactivas a oxigeno (ROS) que alteran lamembrana
espermatica y el ADN de los espermatozoides (Depuydt et al., 2016). Asimismo, la OMS
menciona que el diagndstico de MAGI como causa de infertilidad est4 relacionada si el
paciente presenta la morfologia anormal y ciertos criterios en la toma de historia clinica, el

examen fisico, el analisis de orina y/o eyaculacion (World Health Organization, 2010).
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Figura 4. Participacion del proceso inflamatorio e infeccioso en la infertilidad masculina.
Elaboracion propia a partir de Depuydt et al. (2016).

Desafortunadamente, muchas de las anormalidades funcionales no son evidentes en el
andlisis de semen de rutina, explicando por qué algunos autores no pueden vincular la
infeccion de las glandulas sexuales accesorias a la infertilidad o MAGI (Combhaire et al.,
1999). Es importante aclarar que MAGI, no se refiere a la enfermedad en un 6rgano
especifico, no distingue entre la enfermedad aguda y la infeccion crénica, entre infeccion e
inflamacion, y entre enfermedades especificas de drganos tales como prostatitis y
epididimitis (Depuydt et al., 2016). Ademas, el semen humano contiene un repertorio de
citocinas, es decir, proteinas solubles de bajo peso molecular que participan en la activacion
de la inmunidad innata, celular y en el proceso de inflamacion, también tienen funciones
como la regulacion del crecimiento, diferenciacion de células germinales, funciones
neuroendocrinas y funciones testiculares de los tejidos de drganos genitales y tienen la
capacidad de unirse a receptores de células blanco y estimular sefiales de transduccion
intracelular (Maksymyuk et al., 2015). Estas moléculas son secretadas por células
inmunologicas de los testiculos, células intersticiales, células de Sertoli y la espermatogonia,

las cuales tienen diferente actividad inmunologica (Maksymyuk et al., 2015).
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Las citocinas son consideradas como mediadores inflamatorios que son secretadas por
leucocitos, macrofagos y células inmunocompetentes en el semen en respuesta a antigenos
extrafios, patdgenos y también en la inflamacion crénica. Los niveles y los tipos de citocinas
tienen un efecto crucial en la iniciacion, progresién, magnitud o resolucién de un proceso
inflamatorio (Weidner et al., 2013).

Ademas, las citocinas son producidas por macréfagos, células Natural Killer (NK) y células
espermaticas en respuesta a antigenos extrafios y son liberadas como sefiales entre células
que participan en la inmunidad innata. Al respecto, en la tabla 2 se muestran las principales
citocinas utilizadas como biomarcadores para infeccion e inflamacion en el semen de
pacientes infértiles en orden de relevancia por los reportes publicados al realizar la busqueda
bibliografica en pubmed con las palabras clave: cytokines, semen y infertility (Aghazarian et
al., 2013; Aghazarian et al., 2015; Camejo, Segnini y Proverbio, 2009; Jach et al., 2018;
Collodel et al., 2010; Dehghan et al., 2016; Duan et al., 2014; Eid y Younan, 2014; Fathy et
al., 2014; Foresta et al., 2010a; Furuya et al., 2009; Hagan et al., 2015; Haidl et al., 2015;
Havrylyuk et al., 2015; Kokab et al., 2010; Liu et al., 2012; Lotti et al., 2011; Lyu et al.,
2017; Maleki y Tartibian, 2017a, 2017b; Martinez y Camejo, 2010; Matalliotakis et al.,
1998; Moretti et al., 2008; Moretti et al., 2014; Qian et al., 2011, 2014; Naz y Evans, 1998;
Sabbaghi et al., 2014; Sakamoto et al., 2008; Seshadri et al., 2009; Shi et al., 2018; Tumpey
et al., 2001; Ulcova et al., 2009; La Vignera et al., 2008; Wang et al., 2014; Wang et al.,
2018; Xie et al., 2009; Zauli et al., 2013).

Dentro de las citocinas proinflamatorias se encuentran el interferon gamma (IFN-y), la
interleucina 1 beta (IL-1p), la interleucina 6 (IL-6), la interleucina 8 (IL-8) y el Factor de
Necrosis Tumoral Alpha (TNF-a), que tienen una estrecha correlacion con el nimero de
leucocitos seminales y que participan en la respuesta inmunitaria en el semen de hombres
con o sin alteraciones de pardmetros del espermatograma (Maegawa et al., 2002; Weidner et
al., 2013). Por otro lado, la interleucina 10 (IL-10), es una citocina anti-inflamatoria que es
secretada por linfocitos Thy, dicha molécula junto con la interleucina 4 (IL-4), son capaces
de activar y soportar la respuesta inmune e inflamatoria e inhibir la IL-6, manteniendo el

balance entre la proteccion y el proceso patoldgico (Maksymyuk et al., 2015).
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Tabla 2.

Principales  citocinas

utilizadas como

biomarcadores para

infeccion/inflamacion en el semen de pacientes infértiles. Fuente: Elaboracion propia a partir de
la bisqueda bibliografica en Pubmed con las palabras clave: cytokines, semen and infertility.

Citocina
# Publicaciones

Correlacion significativa con:

Parametros inflamatorios
clasicos

Citocinas y
guimiocinas

Parametros de la calidad espermatica

Interleucina 6
IL-6

(32 reportes)

**%*1 Leucocitos, *1 macrofagos,
*1 INKT, *1 TLR-2, *1 TLR-4,
*1 COX-2 (29), *1 NRF-2,
marcadores de DO: ***1 ROS, 1
MDA, 1 8-isoprostano, *1 ON,

* | capacidad antioxidante total,
*| SOD, |catalasa.

###[L-8, #*#1 [L-1p,
#%%1 TNF-q, **1 [FN-
v, *1 IL-16, *1 IL-5, *1
IL-7, *1 MCP-2, *1
TGF-B1, *1 CXCLS, *1
MCP2, #1 CCL22, *1
CCL20, *1 CXCL16,
*1 IL-10, *1 CSF3, *1
CCL3, *1 CCL4, *1 IL-
17.

**%*1 conteo leucocitario, **| volumen
seminal, ** | % motilidad, ** | # de
espermatozoides, * | % de conteo de
cabeza normal, *| integridad del DNA
del esperma, *1 anomalias en la
transicion de la histona espermaética
cuando hay ROS, 1 defectos en la
espermatogénesis, *| tasa de embarazo,
* | funcién epididimal y maduracion del
esperma.

Interleucina 8
IL-8

(17 reportes)

***1 Leucocitos, T TLR-2,
1TLR-4, 1 COX-2 (29), T NRF-
2, marcadores de DO: ***1
ROS, 1 MDA, 1 8-isoprostano, 1
ON, |capacidad antioxidante
total, | SOD, | catalasa

x| -6, **1 [L-1p,
%1 TNF-q, 1 IFN-y, 1
IL-16, 1 IL-5, 1 IL-7, 1
CCL22, 1 CCL20,
CXCL16, 1 IL-10, 1
CSF3, 1 CCL3, 1
CCL4, 1 IL-17, 1 IL-23

**%1 conteo leucocitario, **| volumen
seminal, *| # de espermatozoides, *| %
motilidad, % de conteo de cabeza
normal, * | integridad del DNA del
esperma, *1 anomalias en la transicion
de la histona espermaética cuando hay
ROS, *1 defectos en la
espermatogénesis, *| tasa de embarazo,
*| funcion epididimal y maduracion del
esperma.

Factor de
Necrosis
Tumoral a
TNF-a

(16 reportes)

*#%1 Leucocitos, T TLR-2,
1TLR-4, 1COX-2 (29), 1 NRF-
2, marcadores de DO: ***1
ROS, MDA, 1 8-isoprostano, 1
ON, |capacidad antioxidante
total, | SOD, | catalasa

#%4 TL-6, **1 IL-1B, *1
IFN-y, 1 IL-16, 1 IL-5,
*1 IL-7, 1 CCL22, 1
CCL20, 1 CXCL16, *1
IL-10, *1 CSF3, *1
CCL3, *1 CCL4, *1 IL-
17, 1 IL-23, *1 TRAIL
con varicocele.

**| % de conteo de cabeza normal, **1
conteo leucocitario, *| # de
espermatozoides, * | # de
espermatozoides, *| integridad del
DNA, *1 anomalias en la transicion de
la histona espermatica cuando hay
ROS, *1 defectos en la
espermatogénesis, *| tasa de embarazo.

Interleucina 1 §
IL-1B
(7 reportes)

**1 Leucocitos, T TLR-2,
TTLR-4, 1COX-2 (29), 1 NRF-
2, marcadores de DO: **1ROS,
TMDA, 1 8-isoprostano, T ON,
lcapacidad antioxidante total, |
SOD, |catalasa

11L-6, 1 IL-1p, 1 TNF-
a, 1 IFN=y, 1 IL-16, 1
IL-5, 1 IL-7, 1 CCL22,
1 CCL20, 1 CXCLI16, 1
IL-10, 1 CSF3, 1 CCL3,
1 CCLA4, 1 IL-17

**1 conteo leucocitario, *| %
morfologia, * | % de conteo de cabeza
normal, | # de espermatozoides, * |
integridad del DNA

Interferén y
IFN-y
7

**1 Leucocitos, *1 células iNK
T, *1 TLR-2, *1 TLR-4, *1
COX-2 (29), *1 NRF-2,
marcadores de DO: **ROS,
TMDA, *1 8-isoprostano, *1
ON, *|capacidad antioxidante

total, *| SOD, *|catalasa

*1 IL-6, *1 IL-1P, *1
TNF-o, *1 IL-18, *1
IL-16, *1 IL-5, *1 IL-
10, *1 IL-17

**1 conteo leucocitario, *| # de
espermatozoides, * | % motilidad

Nomenclatura: *Reportes < 3; **Reportes < 6; ***Reportes < 12; 1 Incremento; | Decremento; IL, Interleucina; TNF-a,
Factor de Necrosis Tumoral alpha; TGF-B, Factor de Crecimiento Transformante beta; CCXL-4, Ligando de quimiocina 4,
C-C; CXCL-16, Ligando de quimiocina 16; TRAIL, Miembro 10 de la superfamilia de TNF; TLR, Receptor tipo Toll;
NRF-2, Factor nuclear tipo 2; DO, Dafio Oxidativo; MDA, Malondialdehido; ROS, Especies Reactivas a Oxigeno; ON,
Oxido Nitrico; CPA, Capacidad Antioxidante Total, COX-1, ciclooxigenasa; SOD, Superdxido dismutasa; iNKT, células
T asesinas naturales invariantes.
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Se sabe que los patdgenos como Chlamydia y VPH transmitidos sexualmente son los
causantes de la activacion de la respuesta inmunitaria e inflamatoria (Depuydt et al., 2016).
No obstante, la presencia unica de microorganismos en el semen es un criterio insuficiente
para diagnosticar la infeccion del tracto genital masculino e infertilidad, por lo que se debe
incluir la presencia de la alta proporcién de espermatozoides anormales, toxinas quimicas y
ambientales, desregulacion de marcadores de estrés oxidativo, lo cual pudiera ayudar a
establecer la participacion de los agentes infecciosos virales y sus efectos en la respuesta
inmunitaria desregulada, inflamacion crénica y conllevar a la infertilidad a través de los
efectos de las citocinas como las interleucinas y factores de crecimiento (Maksymyuk et al.,
2015).

1.8. Antecedentes

A pesar de que la infeccion por VPH en el hombre fue considerada como un problema menor
de salud y de escasa relevancia, estudios recientes han demostrado su importancia en el
desarrollo de la prostatitis (Cai et al., 2014), la hiperplasia benigna prostética, el cancer de
prostata (Medel-Flores et al., 2018) y en pacientes con infeccion en glandulas accesorias o
MAGI, en inglés (La Vignera et al., 2015), asi como en la salud reproductiva o infertilidad
en hombres (Foresta et al., 2010a; Souho et al., 2015), incluyendo la leucocitospermia
(Bezold et al., 2007).

La alta incidencia de la infeccion por VPH se ha reportado no solo en individuos con factores
de riesgo sino también en hombres sanos fértiles asintomaticos, ademas, se ha demostrado
la presencia de VPH en el tracto genital como es el pene, el glande y la uretra, asi como en
el ducto deferente, epididimo, testiculos y en el semen de pacientes asintomaticos fértiles e
infértiles (Foresta et al., 2015; Souho et al., 2015; Wang et al., 2010). Los hallazgos indican
que la infeccion por VPH provoca efectos dafiinos sobre los parametros de calidad
espermatica (Foresta et al., 2010b, 2010a; Garolla et al., 2011).

Laprise y colaboradores en el 2014 realizaron un meta-analisis, donde se identificaron 27
estudios clinicos con reportes de prevalencia de VPH en 4029 muestras de semen con

resultados que varian de 0 a 100 %.
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Ademas, se detectd la prevalencia de VPH en 16 % de los 7 estudios en pacientes con
infertilidad debida a la alteracion de parametros de la calidad espermatica (Foresta et al.,
2015; Laprise C, Trottier H, Monnier P, Coutlée F, 2014).

Foresta y colaboradores en el 2010, evidenciaron que el 25 % de la infeccién por VPH se
localiza en la cabeza del esperma, lo que repercute en la disminucion de la movilidad
espermatica de hombres infectados (Foresta et al., 2010a). Garolla y colaboradores en 2011,
encontraron la alteracion de la movilidad espermatica de manera significativa en muestras
de semen de hombres infectados con VPH en comparacion con los hombres no infectados,
no obstante, no hubo alteracion de los deméas parametros de calidad del semen (volumen
seminal, viscosidad, pH, conteo, viabilidad y morfologia normal) (Garolla et al., 2011).
Existe un estudio clinico referente a la infeccion de VPH localizada en la cabeza espermaética
en muestras de pacientes jovenes adultos detectado mediante hibridacion fluorescente in
situ (Foresta et al., 2010b). Sumado a ello, en un estudio in vitro, se detecté que VPH infecta
a espermas por el accesorio primario sindecano-1 en la regién ecuatorial de la cabeza en
muestras de semen infectados nativos e infectados con la capside de VPH 16 (Foresta et al.,
2011). El mismo grupo de trabajo, determind que VPH se localiza en otras partes de los
espermatozoides, en células exfoliadas o en ambos sitios, siendo mas prevalente la infeccion
con VPH en el esperma de pacientes infértiles con el parametro de movilidad reducida que
es independiente del genotipo viral (Foresta et al., 2010a).

Por otro lado, Schuppe y colaboradores en el 2015 realizaron una revision referente a la
infeccion urogenital (Chlamydia, E coli e infecciones virales) como un factor de riesgo para
la infertilidad, asi como la consecuente inflamacion crénica en hombres asintomaticos.

Los reportes sugieren el establecimiento de parametros de la calidad espermatica y su
alteracion en enfermedades inflamatorias crénicas en el tracto genital masculino, es decir, la
alteracion en la concentracion espermatica, la movilidad progresiva (< 32 %), la morfologia
normal (<4 %) con disminucion de la integridad de la membrana flagelar; la reaccion del
acrosoma anormal, un incremento de la fragmentacion del DNA, la apoptosis, la cuenta
leucocitaria mayor a 1 X 10%/mL y los altos niveles de citocinas pro-inflamatorias como son
IL-6 (> a 30 pg/mL) e IL-8 (7000 pg/mL) a causa de las infecciones cronicas inflamatorias
(Maksymyuk et al., 2015; H. C. Schuppe et al., 2017).
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Las citocinas son producidas por macréfagos en respuesta a antigenos extrafios y son
liberadas como sefiales entre células que participan en la inmunidad innata. La IL-6 es una
citocina multifuncional que es el principal mediador de la respuesta inflamatoria aguda, es
secretada por células de Sertoli y la IL-8 es una citocina que participa en la activacion de
neutréfilos (Maksymyuk et al., 2015).

Se ha determinado que el incremento de la IL-6 e IL-8 estan asociadas con el desarrollo del
proceso inflamatorio en el tracto genital del hombre (H. C. Schuppe et al., 2017), y el
incremento de IL-6 afecta a la espermatogenesis (Legue et. al 2002) y se ha asociado en
pacientes infértiles (Maksymyuk et al., 2015). La IL-1p tiene correlacion con IL-8, activando
a los neutréfilos dentro del plasma seminal, incluso se ha encontrado un incremento de TNF-
a en pacientes con leucocitospermia. Los resultados sugieren que las citocinas pro-
inflamatorias detectadas en el plasma seminal estan asociadas con la patogénesis de
leucocitospermia pero la causa de la funcion anormal del esperma es desconocida (Maegawa
et al., 2002).

Finalmente, se sabe que la deteccidn y genotipificacion de VPH en muestras de semen puede
ser de gran valor en el diagndstico de infertilidad (Souho et al., 2015). Sin embargo, pocos
paises utilizan dicha herramienta en el diagndstico de la infertilidad, siendo de gran interés
elucidar los posibles mecanismos relacionados con los efectos de las infecciones por VPH
y/o sus genotipos virales, asi como la participacion de Chlamydia trachomatis sobre la
calidad espermatica, la respuesta inmunitaria en donde participan las citocinas
proinflamatorias, estrés oxidativo y que pudieran estar asociadas con la infertilidad

masculina.

16



2. Planteamiento del problema

Debido a la elevada tasa de morbimortalidad asociada al VPH y Chlamydia trachomatis,
estos procesos infecciosos se consideran un serio problema de salud reproductiva a nivel
global. Aunque se incluye dentro de las enfermedades de transmision sexual, en la actualidad
se subestiman los riesgos que podrian representar ambos patégenos. Al momento, el VPH
comprende cerca de 200 genotipos que incluyen variedades tanto de bajo como de alto
riesgo. En relacion con las patologias genitourinarias que son propias en el hombre, existen
muy pocos estudios que vinculan la infeccion por VPH y/o Chlamydia trachomatis con
procesos inflamatorios cronicos como son la hipertrofia prostatica benigna o maligna,
prostatitis para el caso del primer patdgeno y/o el desarrollo de uretritis, cistitis, vesiculitis,
epididimitis, orquitis, pielonefritis para ambos patégenos. De manera aislada o en conjunto,
estas alteraciones también podrian tener un trasfondo sobre la capacidad reproductiva en el
vardn, ya que, en esta poblacion de riesgo, la infeccion puede pasar desapercibida en la
mayor parte de los casos y a su vez, los individuos pueden permanecer solo como portadores
asintomaticos.

Considerando que la infeccidn por VPH de alto riesgo puede provocar una sobreactivacion
inmunitaria y un subsecuente estado inflamatorio silencioso, también se relaciona con un
mayor riesgo de coinfecciones tanto bacterianas como virales. Por tal motivo, estos procesos
inflamatorios cronicos, podrian representar riesgos para la fertilidad masculina. En este
contexto, al momento no existen estudios que vinculen el perfil de genotipos de VPH y/o las
coinfecciones (VPH+Chlamydia trachomatis) con los parametros del semen, la respuesta
inmunitaria e inflamatoria y su relacién como posible factor etiolégico de infertilidad en

pacientes militares mexicanos.
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3. Justificacion

La infertilidad es un importante problema mundial de salud reproductiva. En el hombre esta
relacionada con la mala calidad espermaética ocasionada por diversos factores de riesgo como
son los genéticos, los trastornos hormonales, los problemas de estilo de vida, las causas
ambientales, las ITS encontrandose al VPH y CT, estos microorganismos desencadenan
reacciones inflamatorias resultantes del tracto genital masculino, en donde participan las
glandulas accesorias del aparato reproductor masculino, el sistema inmunitario,

contemplando las células y sus productos solubles o citocinas.

Una de las ITS maés frecuente en mujeres y hombres es el VPH y sus genotipos virales (alto
riesgo de malignidad como son los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58,
59; bajo riesgo como son los genotipos 6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 70, 72, 81 y CP6108).
Estos juegan un papel importante en diversas patologias en la mujer; sin embargo, se conoce
escasamente la participacion de los genotipos VPH en la patogénesis en el hombre, como es
la prostatitis, la Hiperplasia Benigna Prostatica, el cAncer de prostata y particularmente de
interés en este trabajo, en la infertilidad masculina. Sumado a ello, al momento no existen
estudios que vinculen la infeccion y/o coinfeccion con diferentes genotipos virales, incluso
con Chlamydia y la inflamacion crénica relacionados con la infertilidad masculina. A pesar
de la alta prevalencia de la infeccion por VPH y su repercusion en la mala calidad
espermatica en hombres fértiles e infértiles asintomaticos, en México se desconoce el
impacto sobre los pardmetros seminales, marcadores inflamatorios y de estrés oxidativo
provocados por la o las infecciones virales y/o bacterianas que pudieran participar en el

desarrollo de la infertilidad masculina.

El presente trabajo tiene impacto en la salud sexual y reproductiva del hombre,
particularmente en prevencion de ITS, asi como evitar el desarrollo de procesos
inflamatorios y de estrés oxidativo que impacten sobre la calidad espermatica y conlleven a

la infertilidad masculina, e incluso el desarrollo de otras patologias.
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4. Hipotesis

4.1. Hipdtesis nula

Si no hay prevalencia de la infeccion seminal por VPH, entonces no se alterara la calidad
espermatica y la respuesta inmunitaria e inflamatoria en muestras de semen de hombres

militares que derivan de un estudio de pareja infértil.

4.2. Hipotesis alterna

Si hay una alta prevalencia de la infeccidén seminal por VPH, entonces se alterara alguno de
los pardmetros de calidad espermatica y la respuesta inmunitaria e inflamatoria en muestras

de semen de hombres militares que derivan de un estudio de pareja infértil.
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4. Objetivos

Objetivo general: Evaluar el efecto de la infeccion por el Virus del Papiloma Humano
(VPH) sobre la calidad espermatica y la respuesta inmunitaria seminal en hombres militares

que derivan de un estudio de pareja infértil.

Obijetivos especificos:

1. Detectar la infeccion por VPH en el semen de hombres militares que derivan de un estudio
de pareja infertil.

2. Explorar los genotipos VPH en el semen de hombres militares que derivan de un estudio
de pareja infértil.

3. Determinar la secrecion de citocinas de respuesta inmunitaria de tipo Thl (IFN-y) y Th2
(IL-4 e IL-10) en el semen de hombres militares que derivan de un estudio de pareja
infértil.

4. Cuantificar la expresion de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1p, IL-6) en el semen
de hombres militares que derivan de un estudio de pareja infértil.

5. Analizar el efecto de la infeccion por VPH y sus genotipos sobre la calidad espermatica
y la respuesta inmunitaria de pacientes mexicanos.

6. Detectar la infecciéon por Chlamydia trachomatis en el semen de hombres militares que

derivan de un estudio de pareja infértil.
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6. Disefio metodoldgico

6.1. Disefio del estudio

El presente estudio deriva de un estudio observacional, descriptivo transversal y

retrospectivo (ver Anexo A).

6.2. Universo y muestra

En el presente estudio se considerd una poblacion de hombres militares mexicanos (108
pacientes) que acudieron con su pareja a la consulta externa de Biologia de la Reproduccion
en el Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia en el periodo
comprendido de enero a noviembre de 2016 y de enero a noviembre de 2018.

La poblacion comprende de 104 militares mexicanos hombres que acudieron a la consulta
externa durante el periodo de estudio, a quienes se les realiz6 con su pareja el consentimiento
informado para el anonimato, confidencialidad y buen manejo de la informacion por parte
de los ginecdlogos, el Mayor Médico Cirujano Juan Manuel Carbonell Campos y el Mayor
Médico José Cruz Miranda-Covarrubias del Hospital Militar de Especialidades de la Mujer
y Neonatologia.

Se utilizo la base de datos de los pacientes que derivan de un estudio de pareja infértil, los
resultados del analisis clinico de la espermatobioscopia y la muestra de semen conservada a

-80° C para su posterior analisis.

6.3. Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion fueron pacientes militares mexicanos hombres que derivan de un
estudio de pareja infértil que acudieron a la consulta externa de Biologia de la Reproduccion
en el Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia (HMEMN) durante el

periodo que durd el estudio de pareja infértil.
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Los criterios de eliminacién fueron pacientes militares mexicanos hombres que no cuenten

con el analisis de laboratorio de espermatobioscopia.

6.4. Variables de estudio

La variable independiente fue la infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH) y/o

Chlamydia trachomatis.

Las variables dependientes fueron:

I &G mmoowp

z I r X«

Edad

Volumen

pH

Concentracién espermatica
Numero total de espermatozoides
Motilidad

Porcentaje de morfologia normal y morfologia anormal de espermatozoides
Leucocitos

Citocina TNF-a

Citocina IL-1B

Citocina IL-6

Citocina IFN-y

. Citocina IL-10

Citocina IL-4
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6.5. Operacionalizacion de las variables.

Variable Definicion Definicion Indicador Escala de
Conceptual Operacional medicion
Edad Tiempo en que ha|Se determina la|15a19 Cuantitativa
vivido una persona edad promedio en | 20 a 25 discreta
el grupo de|30a35
estudio. 35a40
Volumen Cantidad en mililitrosde | Se determina la | 1.5a2 mL Cuantitativa
una muestra de semen | cantidad en|{3a5mL continua
mililitros que se | >5mL
obtiene en cada
muestra de semen.
pH Expresa la alcalinidad o | Se determina el Cuantitativa
acidez de una sustancia | grado de | <a7.2 continua
alcalinidad 0|72a75
acidez en la|75a8.0
muestra de semen
obtenida.
Concentracion NUmero de | Se determina la | <15 millones | Cuantitativa
espermatica espermatozoides cantidad de | por mL continua
presentes en un mililitro | espermatozoides | >15 millones
de wuna muestra de|en millones por | por mL
semen. mililitro de la
muestra obtenida-
Ndmero total de | Namero de | Se determina la | <39 millones | Cuantitativa
espermatozoides | espermatozoides cantidad de | >39 millones | continua

presentes en la totalidad
de

semen.

una muestra de

espermatozoides

en millones en la
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totalidad de una

muestra de semen.

Motilidad Porcentaje de | Se determina el | 40 % o menos | Cuantitativa
movimiento que expresa | porcentaje de | de motilidad | discreta
un espermatozoide en | movimiento de un | A+B o mas de
los primeros 60 minutos | espermatozoide 32% de
después de la | posterior a la | motilidad de
eyaculacion. obtencién de la | A

muestra en los
primeros 60
minutos.

Morfologia Porcentaje de | Se determina la|>4% Ordinal
espermatozoides cantidad de | 5a 14%
normales en su forma espermatozoides | 15 a 30%

en porcentaje de
morfologia
normal.

Leucocitos Cantidad de leucocitos | Se determina la | Menos de 1 | Cuantitativa
presentes en la muestra | cantidad de | millon  por | continua
analizada leucocitos mililitro

presentes en una
muestra de semen

TNF-a Citocina pro- | Se determina la | 0-2000 Cuantitativa
inflamatoria concentracion de | pg/mL continua

TNF-a en plasma
seminal.

IL-1B Citocina pro- | Se determina la | 0-1000 Cuantitativa

inflamatoria concentracion de | pg/mL continua

IL-1B en plasma

seminal.
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IL-6 Citocina pro- | Se determina la | 0-1500 Cuantitativa

inflamatoria concentracion de | pg/mL continua
IL-6 en plasma
seminal.

IFN-y Citocina pro- | Se determina la | 0-3000 Cuantitativa
inflamatoria 'y  de | concentracion de | pg/mL continua
respuesta Thl IFN-y en plasma

seminal.

IL-10 Citocina de respuesta | Se determina la | 0-3000 Cuantitativa

Th2 concentracion de | pg/mL continua
IL-10 en plasma
seminal.

IL-4 Citocina de respuesta | Se determina la |0 -1000 | Cuantitativa

Th2 concentracion de | pg/mL continua
IL-4 en plasma
seminal.

LPO Es un marcador de dafio | Se cuantifica LPO | 0-12  (nmol | Cuantitativa

(Peroxidacion oxidativo 0 de | mediante la | MDA/mg continua

lipidica) peroxidacion lipidica | cuantificacion de | proteina)
que se cuantifica por el | MDA/mg de
producto de | proteina en
malondialdehido plasma seminal.

(MDA).
8-OHdG Marcador de estrés | Se detecta el dafio | 0-20 ng/mL | Cuantitativa

oxidativo que detecta
dafio al ADN.

a través de la
cuantificacion de
8-OHdG en el

semen.

continua
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antioxidante cuantifica la capacidad | la reduccion del | FeSO./L continua
Total antioxidante total | ion férrico a ion
mediante la habilidad de | ferroso.

reduccion en el plasma

seminal.

Capacidad Técnica bioquimica que | Cuantificacion de | 0-1500 pmol | Cuantitativa

6.6.Instrumentos

Al momento de la consulta externa de Biologia de la Reproduccion del Hospital Militar de
Especialidades de la Mujer y Neonatologia (H. M. E. M. N.) se aplicé un cuestionario

referente a los factores de riesgo y asociados a las ITS (Anexo 1).

6.7.Procedimiento

Se llevoé a cabo el analisis de los resultados de la deteccion de la infeccion por genotipos,
VPH y Chlamydia trachomatis y su impacto sobre la calidad espermatica y citocinas
involucradas en la respuesta inmunitaria en muestras de semen de hombres militares
mexicanos, en el Laboratorio de Biomedicina molecular de la ENMH-IPN, en el periodo

comprendido de agosto de 2018 a diciembre de 2020.

Ademas, se llevd a cabo una estancia de investigacion a nivel nacional aprobada por parte
de CONACyYT (2019-000017-01NACF-02280) denominada “Asociacion de la infeccion por
VPH sobre biomarcadores relacionados con estrés oxidativo en pacientes infértiles
mexicanos”. Se llevaron a cabo técnicas espectrofotométricas en el Laboratorio de Quimica
Medicinal y Farmacologia perteneciente al Centro de Investigacion en la Biologia de la
Reproduccion (CIBIOR) del Instituto de Ciencias de la Salud (ICSA), de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH). Se cont6 con la asesoria y colaboracion del Dr.
Eduardo Fernadndez Martinez (Profesor investigador Titular, Lider del Cuerpo Académico

de Biologia de la Reproduccion).
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6.7.1 Obtencion de semen para el andlisis de los parametros de la calidad

espermatica.

Las muestras se recogieron en un recipiente estéril de boca ancha, no téxico y se procesaron
en el Departamento de Laboratorio Clinico del Hospital Militar de Especialidades de la
Mujer y Neonatologia (HMEMN) dentro de 1 h posterior a la eyaculacién. Las muestras no
se expusieron a temperaturas extremas y no entraron en contacto con lubricantes o productos
de latex. Los especialistas hicieron entrega del consentimiento informado de cada paciente,
un reporte de resultados, la muestra de semen que fue almacenada a -80 °C para llevar a cabo
la deteccion molecular y la Base de Datos (BD) de los pacientes comprendidos en este
estudio con los siguientes datos: Nombre, Edad, Volumen (mL), Aspecto, Licuefaccion,
Viscosidad, Aglutinacion, pH, No. de espermatozoides en millones, Movilidad (%),
Migracion A (%), Migracion B (%), Migracion C (%), Migracion D (%), Leucocitos,
Espermatozoides Morfologicamente anormales (%), Espermatozoides Morfologicamente
normales (%), Defectos de Cola (%), Defectos de Cabeza (%) y Defectos de Pieza Intermedia
(%).

6.7.2. Extraccion del DNA.

La extraccion de DNA se realizara en muestra de semen, empleando el kit DNeasy blood &
tissues (QIAGEN), el cual se basa en el uso de columnas de afinidad, a base de silice con
tecnologia microspin. Las muestras se lisan primero usando proteinasa K (50 pg/mL), el
DNA se adsorbe a la membrana DNeasy en presencia de altas concentraciones de sales
caotrdpicas que eliminan el agua a partir de moléculas hidratadas en solucién y los buffers
permiten la eliminacion 6ptima de contaminantes e inhibidores de enzimas para la obtencion

de un DNA puro y de alta calidad.
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6.7.3. Andlisis de la integridad del DNA.

Después de realizar la extraccion de DNA, se determinara la concentracion (ng/pL) y pureza
del material mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 260/280 nm en un
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Una vez determinados estos parametros se evalla la
integridad del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en TBE 1 X tefiido con

bromuro de etidio.
6.7.4. Deteccion de VPHy CT.

Para la deteccion de los patogenos, se llevo a cabo la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR, siglas en inglés) mediante la amplificacion del gen L1 en 3 regiones distintas de VVPH,
empleando 3 pares de primers consenso universales y degenerados: L1 con un tamafio de
244 pares de bases (pb), MY de 450 pb y GP5-GP6 de 250 pb de las muestras de semen, a
fin de determinar la presencia del VPH (Manos et al., 1989).

MY11l GP11

450 pb | 250 pb

GP3 MYOS

Figura 5. Estructura de los primers universales L1, MY y GP.

Para la primera amplificacion se utilizaron los primers L1 y MY, posteriormente se realizé
una PCR anidada, utilizando el producto de la amplificacion de la regién MY, como la
muestra a amplificar. Las condiciones de la PCR fueron la solucion Buffer MgCl (2.5 pL),
primer Forward (2.5 uL), primer Reverse (2.5 uL), dNTPs (2.5 uL), cloruro de magnesio (3
uL), enzima Taq (0.5 pL), agua bidestilada libre de nucleasas, ADN (muestra o producto de
PCR), a un volumen final de 25 pL.

28



Para la deteccion de Chlamydia trachomatis se amplifico un fragmento de 241 pb del
plasmido criptico, a través de la PCR punto final. Al momento de llevar a cabo la
amplificacion, se amplifico un control positivo de ADN de Chlamydia trachomatis
proporcionada por el departamento de Bacteriologia Medica de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas del IPN.

Ademas, como control interno se llevo a cabo la amplificacion del gen endogeno B-globina
para determinar la calidad del material genético y los reactivos para la PCR.

Para la amplificacion de Chlamydia trachomatis se usaron iniciadores consenso,
previamente publicados por Mahony (1993). A continuacion, se muestran las secuencias

utilizadas para la amplificacion:

Secuencia de los iniciadores utilizados en este estudio

Iniciadores para C. trachomatis

KL1: 5’>-TCCGGAGCGAGTTACGAAGA-3’

KL2: 5’>-AATCAATGCCCGGGATTGGT-3’

Iniciadores para beta globina humana

GH20: 5’-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3’

PC04: 5>-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’

Se usaron las condiciones estandar siguientes para amplificar de acuerdo a trabajos previos:

Reactivo Concentracion Volumen Concentracion
del stock requerido para final
25ul
Amortiguador de la 10X 2.5ul 1X
polimerasa
dNTP’s 2Mm 2.5ul 0.2mM
Iniciador sentido 10uM 2.5ul 1Mm
Iniciador antisentido 10uM 2.5ul 1Mm
MgCl: 50mM 3ul 6Mm
Agua bidestilada 11.95ul
Taq DNA polimerasa platinum 5U/ul 0.05ul 0.01U/ul
(Invitrogen®)

A continuacion, se muestran las condiciones de la mezcla de reaccion para la amplificacion

en el termociclador Gene Amp PCR System 9700 de Applied Biosystem 9700:
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Desnaturalizacion=>»96°=»5 minutos
Desnaturalizacion=>»96°=»30 segundos
Alineamiento=»62°=» 30 segundos 30 ciclos de
Extension=>72°=230 segundos reaccion
Extension=>72°=»5 minutos

Los tamafios de los productos amplificados para cada region se visualizaron en geles de
agarosa al 3% (3 g de agarosa en 100 mL de solucion TBE 0.5X), tefiidos con bromuro de
etidio, para poder observar el producto de la amplificacion de cada muestra corrida en un

transiluminador con luz UV.

6.7.5. Genotipificacion de VPH mediante PCR multiplex.

La genotipificacion se llevd mediante PCR multiplex, utilizando el kit MPCR Kit para el
VPH, Set 2 (Maxim Biotech, Inc.) que permite la amplificacion simultanea de distintas
secuencias especificas en una sola reaccion, en este caso particularmente para la
amplificacion de regiones especificas del gen E6 para 8 de los distintos genotipos de VPH,
el 6, 11, 16, 18, 31, 33, 52 y 58.

6.7.6. Determinacién de citocinas mediante un ELISA

Se cuantificaron citocinas involucradas en la respuesta inmunitaria seminal, como son
citocinas de respuesta Thl y Th2, respectivamente (IFN-y; IL-10 e IL-4), citocinas pro-
inflamatorias como es TNF-a, IL-1p e IL-6, mediante el método de ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima o ELISA, (por sus siglas en inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), tipo sandwich.

Se siguid la técnica descrita por el proveedor (Peprotech, USA). Para cada molécula se
realiz6 una curva estandar y se correlaciono con los valores obtenidos en las muestras
problema para calcular la concentracion de las muestras problema de las citocinas. Cada
placa se leyo en un espectrofotometro de microplacas (Epoch, BioTek), a una longitud de
onda de 540 nm.
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Posteriormente, se realizd una regresion lineal con los datos de la curva estandar para cada
una de las citocinas y se extrapolaron los datos obtenidos de las muestras de los pacientes

sanos en estudio.

6.8. Recoleccion de datos
Historial clinico. Ver anexo 1.
6.9. Analisis de datos

La coinfeccion seminal por VPH, CT y VPH+TC se describe como frecuencia (%). Los
métodos estadisticos incluyeron la media y la desviacion estandar (DE) para la distribucion
normal y la mediana (percentil 25-75) para la distribucion anormal. Especificamente, se
utilizé la prueba U de Mann-Whitney para la comparacion de dos grupos y el analisis de
varianza de un factor (ANOVA) con Tukey post hoc o el ANOVA unidireccional de
Kruskal-Wallis se utiliz6 para comparaciones de mas de dos grupos. El valor de p <0.05 se
consider6 estadisticamente significativo. Todos los analisis se realizaron utilizando el
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (versién 24; SPSS Inc., Chicago, IL,
EE.UU.) y Microsoft Excel (Windows 10).

6.10. Aspectos éticos

El estudio fue sometido ante el Comité de Etica de la Universidad del Ejército y de la Fuerza
Aérea y el Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologia, siguiendo los
parametros bioéticos establecidos en la declaracion de la declaracion de Helsinki, ademas
del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud, titulo
2°.

NOM-012-SSA3-2012 que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de

investigacion para la salud en seres humanos, con grado de riesgo minimo.
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7. Resultados

7.1. Articulo 1 aceptado

7.1.1 Titulo del articulo aceptado

El primer articulo se denomina: “Seminal pro-inflammatory cytokines and pH are affected
by Chlamydia infection in asymptomatic patients with teratozoospermia”. Fue enviado el 10
de octubre de 2019 y aceptado el 24 de enero de 2020 por la revista Central European

Journal of Immunology, que se encuentra dentro de la lista de Journal Cytation of Reports.

7.1.2 Como citar el articulo

Pérez-Soto, E., Oros-Pantoja, R., Fernandez-Martinez, E., Manuel Carbonell-Campos, J., &
Sanchez Monroy, V. (2021). Seminal pro-inflammatory cytokines and pH are affected by
Chlamydia infection in asymptomatic patients with teratozoospermia. Central European
Journal of Immunology, 46(1), 76-81. https://doi.org/10.5114/ceji.2021.105247
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7.1.3 Pégina frontal del manuscrito

Clinical immunology DOI: https://doi.org/10.51 14/ceji.2021.105247

Seminal pro-inflammatory cytokines
and pH are affected by Chlamydia infection
in asymptomatic patients with teratozoospermia

ELVIA PEREZ-SOTO'?, RIGOBERTO OROS-PANTOJA', EDUARDO FERNANDEZ-MARTINEZ,
JUAN MANUEL CARBONELL-CAMPOS", VIRGINIA SANCHEZ MONROY’

"Facultad de Medicina, Universidad Auténoma del Estado de México, Mexico

?Escuela Nacional de Medicina y He Instituto Politéenico Nacional, Mexico

Laboratory of Medicinal Chemistry and Pharmacology. Centro de Investigacidn en Biologia de la Reproduccién,

Area Académica de Medicina, Insti de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, Mexico
“Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatologfa de la Secretaria de la Defensa Nacional, Mexico
*Escucla Superior de Medicina, Instituto Politécnico Nacional, México

Abstract

Introduction: Infection and inflammation of the reproductive tract by Chlamydia trachomatis (CT)
are recognized as significant risk factors for male infertility. This study aimed to evaluate CT infection
and its effects on seminal parameters and cytokines in asymptomatic patients with teratozoospermia.

Material and methods: Semen samples from one hundred four male patients were collected, and CT
detection was performed by polymerase chain reaction (PCR). The quality (volume, sperm concentration,
PH, motility, morphology, and leucocytes) of the semen was measured by standard procedures recom-
mended by the World Health Organization (WHO). Pro-inflammatory cytokines [interleukin (IL)-1B, IL-6,
IL-8, tumor necrosis factor o. (TNF-a.), and interferon y (IFN<y)], as well as anti-infl. y eytoki
(IL-4, IL-10), were determined by using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The frequency of
CT infection was expressed as a percentage. Descriptive statistics were used for comparison of cytokines
from infertile men, and then the Mann-Whitney U test was applied for the contrast of seminal parameters
and cytokines from CT-infected versus non-CT infected men.

Results: A ratio of 33/104 (31.7%) patients were positive for CT infection. The ejaculate of positive
CT infection was found to have increased pH (pH = 7.65 in non-CT infected vs. 7.94 CT-infected men;
p = 0.026). High levels of pro-inflammatory cytokines were found in the population studicd; however,
infected males were noted 1o have high levels of IL-1B [184.66 (0-3985.33 pg/ml), p = 0.001] and IL-6

[87.8 (0-1042.8 pg/ml), p = 0.001].

Conclusions: CT infection increased seminal pH, as well as IL-1B and IL-6 cytokines, suggesting

a potential role of infection and infl ion in as

P pati with ter permia.

Key words: Chlamydia trachomatis, inflammation, male infertility, teratozoospermia, cytokines, semen.

Introduction

Infertility is a major global problem of reproductive
health. It is defined as the inability of sexually active cou-
ples to achieve pregnancy after 12 consecutive months of
unprotected sex [1, 2]. Unfortunately, in many countries,
infertility is under-diagnosed. It is estimated that 15% of
all couples are infertile, and it is identified that a male fac-
tor plays a role in about half of the cases [3].

Furthermore, about 70% of cases of male infertility are
idiopathic [2], and multiple factors are associated with the
rest, such as genetic, hormonal, inadequate lifestyle, psy-
chological stress, pro-inflammatory cytokines, as well as
sexually transmitted infections (STIs), including Chlamydia

(Cent Eur J Immunol 2021; 46 (1): 76-81)

trachomatis (CT) [4, 5]. CT is an intracellular Gram-nega-
tive bacterium that causes infertility, although it may also
cause urethritis and prostatitis in men [6, 7]. In male infer-
tility, there is considerable variability in the rate of CT in-
fection, ranging from 0 to 90.3%, and, in general, its prev-
alence is high in developing countries, such as Mexico [7].

Infections impair male fertility by different mecha-
nisms including damaging spermatogenesis and loss of
sperm function [5], and induce immunological responses
where pro-inflammatory cytokines and other immunoreg-
ulatory molecules are involved by interacting with cell
types [8, 9], causing chronic inflammation and damage to
spermatozoa [6, 8]. There are few reports concerning the
relationship between CT infection, alteration in seminal
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7.1.4 Resumen

Abstract: Introduction: Infection and inflammation of the reproductive tract by
Chlamydia trachomatis (CT) are recognized as significant risk factors of male infertility.
This study aimed to evaluate the CT infection and its effects on seminal parameters and
cytokines in asymptomatic patients with teratozoospermia.

Material and methods: Semen samples from one hundred four men patients were collected
out, and CT detection was performed by PCR. The quality of the semen was measured by
standard procedures recommended by WHO (volume, sperm concentration, pH, motility,
morphology, and leucocytes). Pro-inflammatory cytokines (IL-1f, IL-6, IL-8, TNF-a, and
IFN-y), as well as anti-inflammatory cytokines (IL-4, 1L-10), were determined by using
ELISA. The frequency of CT was expressed as a percentage. Descriptive statistics were used
for comparison of cytokines from infertile men, and then a Mann-Whitney U test was applied
for the contrast of seminal parameters and cytokines from CT-infected vs. non-infected men.
Results: A ratio of 33/104 (31.7%) patients were positive for CT infection, and it was related
to the increased pH of ejaculate (pH = 7.65 in non-infected vs. 7.94 CT-infected men;
p=0.026). High levels of pro-inflammatory cytokines were found in all the population
studied; however, the infection was related to high levels of IL-1p [184.66 (0-3985.33
pg/mL), p=0.001] and IL-6 [87.8 (0-1042.8 pg/mL), p=0.001].

Conclusions: CT infection increased seminal pH, also IL-1p and IL-6 cytokines suggesting
a potential role of infection and inflammation in male infertility, particularly in
teratozoospermia.

Key words: Prevalence, Chlamydia trachomatis, inflammation, male infertility,

teratozoospermia, cytokines, semen
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7.1.5 Apartados del articulo
Introduccion (Introduction)

Infertility is a major global problem of reproductive health. It is defined as the inability of
sexually active couples to achieve pregnancy after 12 consecutive months of unprotected sex
[1, 2]. Unfortunately, in many countries, the diagnosis is deficient. It is estimated that 15%
of all couples are infertile, and it is identified that a male factor plays a role in about half of
the cases (H. Schuppe et al., 2017).

Furthermore, about 70% of cases of male infertility are idiopathic (Vander Borght and Wyns,
2018), and multiple factors associate the rest, as genetic, hormonal, inadequate lifestyle,
psychological stress, pro-inflammatory cytokines, as well as sexually transmitted infections
(STIs), including Chlamydia trachomatis (CT) [4, 5]. In particular, CT is an intracellular
Gram-negative bacteria that cause infertility, although this may also cause urethritis and
prostatitis in men [6, 7]. In male infertility, there is considerable variability in the rate of CT
infection, ranging from 0 to 90.3%, and, in general, its prevalence is high in developing
countries, such as Mexico (L6pez-Hurtado et al., 2017).

Infections impair male fertility by different mechanisms including damaging
spermatogenesis, loss of sperm function (Al-Ezzy, 2016), and induce immunological
responses where pro-inflammatory cytokines and other immunoregulatory molecules are
involved by interacting with cell types [8, 9], causing chronic inflammation and damage to
spermatozoa [6, 8]. There are few reports concerning the relationship between the CT
infection, alteration in seminal parameters (Feodorova et al., 2018), and the elevated levels
of pro-inflammatory cytokines as causes of male infertility (Al-Marzoqi Ali Hussein et al.,

2014).
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For this reason, this study aims to investigate the CT infection and its effects on seminal
parameters and inflammatory markers in asymptomatic patients with teratozoospermia.

Método
Study Design and Population. The present study was conducted at the “Hospital Militar de

Especialidades de la Mujer y Neonatologia,” SEDENA in Mexico City.

The Institutional Human Research Ethical Committee approved the protocol and the
informed consent forms. All experiments were examined and approved by the appropriate
ethics committee and therefore were performed in accordance with the ethical guidelines of
the Declaration of Helsinki, and the official Mexican Standard NOM-012-SSA3-2012.

One hundred four semen samples were obtained between January and November 2016 from
military men aged 22 to 49 years old. Men were eligible for participation if they 1) were
male partners from couples attending the clinic for inability to conceive within at least one
year of unprotected regular sexual intercourse, 2) underwent sperm parameters analysis, and

3) provided semen by masturbation. Additionally, a clinical examination was done.

Semen analysis and criteria.

Specimens were allowed to liquefy at room temperature for 30 minutes; then, their
macroscopic and microscopic examinations were performed according to the World Health
Organization (WHO) [1]. The men were considered to have teratozoospermia if the
percentage of

spermatozoa with normal morphology was < 4%.
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Detection of Chlamydia trachomatis by PCR

Semen samples were collected, and DNA extraction was performed using the DNeasy Blood
and Tissue Kit (QIAGEN®Ltd., U.K.), according to the manufacturer’s instructions. The
amplification was carried out using specific primers KL1 and KL2 of CT (Mahony et al.,
1992). The B-globin gene was used as a positive control for DNA extraction and PCR

methods.

Cytokines in seminal plasma.

Cytokine determinations were performed on seminal plasma (dilution 1:1) per duplicate,
using sandwich Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) for the pro-inflammatory
cytokines IL-1p (range: 8-1000 pg/mL), IL-6 (range: 24-1500 pg/mL), IL-8 (range: 16-1000
pg/mL), TNF-a (range: 31-2000 pg/mL) and IFN-y(range: 8-3000 pg/mL), as well as for the
anti-inflammatory cytokines IL-4 (range: 16-1000 pg/mL), and IL-10 (range: 23-3000
pg/mL) (PeproTech, USA). Standard curves were developed for each cytokine according to
the manufacturer’s instructions.

Statistical Analysis

The frequency of CT was expressed as a percentage. Descriptive statistics were used for
comparison of cytokines from infertile men. For continuous data, the nonparametric
statistical test Mann-Whitney U was applied for the contrast of seminal parameters and
cytokines from CT-infected vs. non-infected men. Data was analyzed by SPSS program
version 24 (SPSS Inc., USA) and Microsoft Excel for Windows 2010. In all cases, a

statistical significance was assumed when p < 0.05.
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Resultados (Results)

In this study, a ratio of 33/104 (31.7%) asymptomatic teratozoospermic patients were

positive for CT infection. Table 1 summarizes seminal parameters in non-CT-infected and

CT-infected asymptomatic patients with teratozoospermia. Interestingly, CT-infected men

showed an increased pH in semen. The concentrations of seminal cytokines were high in the

population studied (Table 2).

Table 1. Seminal parameters in the population studied.

Non CT= 1 1 Infected Significa Normal
Parameter infected (n=33) nce parameter
(n=71) S
Volume (mL) 3.56+1.44 31+084 | p=0.761| 155mL
Total sperm
number 67.58 + 55.03 | 75.99 +51.48 | p =0.426 >40
(10%ejaculate) million
Sperm
concentration 21.36 £17.92 | 29.21 £25.16 | p=0.371 >20
(millions/mL) million/mL
pH 765061 | 7.94+0.60 | p=0.026 7.2-7.8
Progressive motility 48.11 + p=
(% A+B) 39.88 £ 20.93 16.92 0.123 >32%
Normal
morphology (%) 1.85+1.17 258+ 15| p=0.055 <4 %
Leucocytes (10°) 1.32+1.71| 0.78+0.72| p=10.189 | <1 million

Values are media + SD. Significance refers to Mann-Whitney test for difference between both groups, the
significance level is p < 0.05. The normal parameters are those considered in the WHO laboratory manual for

the examination and processing of human semen Handbook, fifth edition, WHO 2010.
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Table 2. Descriptive statistics of seminal pro-inflammatory cytokines in the population

studied.
Cytokine Percentil Fertile men Infertile
Mean (SD) Median (Range)

(pg/mL) (25-75) men
IFN-y  731.92+ 1279.12 180.25 (0-7406) 0-951.5 0 (0-130)2 593(192-1665)¢
IL-13  327.42 +736.88 28 (0-3985.33) 0-198.41 0.70 (0.01-9)*  5.66 (0.1-334.8)°

IL-6  224.23 +£500.77 31.8 (0-2994.8) 0-205.8 11.98 (2.5-102)°  48.91 (6.9-2634)"
2.76 (0.55—
TNF-a 0.9457 + 6.63 0 (0-43.5) 0-0 18.42 (0.8-360)°
10.3)°
1477.61 441.84 (215.4- 1975.34 (186.9—
IL-8 336.64 (0-31950) 199.12-336.64
5087.01 767)° 6754)P
IL-4 43.88 £ 52.63 27.5 (0-212.5) 7.18-71.87 12.6 + 3.8° 8.4+3.9¢
IL-10 16.06 + 92.34 0(0-617) 0-0 2.81° 5.2 (2.7-7.7)f

Concentration of cytokines reported by 2Politch et al 2007, *Moretti et al., 2008, “Omu et al., 1999, YSeshadri et al., 2009, ®Jiang
et al. 2016, "Martinez-Prado and Camejo 2009 for comparison. IFN-y: interferon-y; TNF-a: tumor necrosis factor-o; IL-4:
interleukin-4; IL-1B: interleukin-1p; IL-6: interleukin-6; IL-8: interleukin-8. Values are median (range) in pg/mL in all results,
except the value of Omu et al., 1999 which is media+SD.

The levels of pro-inflammatory cytokines IL-1 and IL-6 in the CT-infected group were
higher than in the non CT-infected group (Table 3).
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Table 3. Levels of seminal pro-inflammatory cytokines in non CT-infected and CT-

infected patients.

Cytokine Non CT-infected CT-infected
Significance
(pg/mL) (n=71) (n=33)
IFN-y 494 (0-3394) 154 (0-7406)  p=0.320
IL-4 33.75 (0-212.5) 26.25 (0-91.25)  p=0.052
IL-1B 0(0-1304)  184.66 (0-3985.33) p =0.001
IL-6 0 (0-2994) 87.8 (0-1042.8) p =0.001
TNF-a 0 (0-108.5) 0(0-435)  p=0.687
IL-8 342.35(0-31950)  364.85 (0-14817.1)  p=0.724
IL-10 0 (0-1177) 0 p=0.202

IFN-y: interferon-y; IL-4: interleukin-4; IL-1pB: interleukin-1f; IL-6: interleukin-6; TNF-o: tumor necrosis
factor-a; IL-8: interleukin-8. Values are the median (range). Significance refers to Mann-Whitney U test for
difference between both groups, the significance level is p <0.05.

Discusién (Discussion)

Recently, infection and inflammation of the male reproductive tract have been recognized
as severe risk factors of male infertility, where CT infection is among the most prevalent
sexually transmitted disease in the world [12-14]. This study examined the relationship
between CT infection and its effects on seminal parameters and inflammatory markers.

Firstly, a CT infection was found in 31.7% of the semen samples from asymptomatic
teratozoospermic men. This prevalence rate is very similar to other reports from Mexico and

Latin America, which demonstrated a prevalence of 31.9% [7], and 38.6% [15] in infertile
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patients, respectively; while in a specific population with teratozoospermia the prevalence
was reported to be 35% [7].

In terms of sperm quality, according to the WHO criteria [1], the population herein studied
was similar to other reports [10, 16, 17] because they also presented a higher pH value related
to the CT infection (pH = 7.65 vs. 7.94). Recent findings suggest that CT infection may
influence a change in pH to alkaline values in the female reproductive tract [18]. It has been
observed that an alkaline pH favors a shift in the seminal microbiota, such as Lactobacillus,
in healthy men [19]. Microbial imbalance harms semen parameters, including sperm motility
and morphology, and the host becomes susceptible to other infections and diseases [19].
Concerning the immunological response, the results are consistent with other studies that
have reported the presence of high levels of diverse cytokines in seminal plasma from
infertile men, such as the pro-inflammatory cytokines IL-6 [20-23], TNF-a [18, 19, 21, 22,
25], IL-8 [19, 25, 26], IL-1pB [20, 25], and IFN-y [29], as well as the anti-inflammatory
cytokines IL-4 [24] and IL-10 [30], among others [29, 30]. As in the case of most infections,
the immune system is a crucial element in the body’s attempts to eradicate pathogens such
as Chlamydia trachomatis, which infect the epithelial cells and produce tissue damage. CT
infection is characterized by clinical manifestations from subclinical disease to a robust
inflammatory response; unfortunately, 50% of men are asymptomatic which may lead to
repeated transmission [6, 14]. Chronic inflammation by infections can lead to urethritis,
epididymitis, epididymo-orchitis, and potentially prostatitis and infertility in men [6, 8, 31];
nevertheless, this process has been poorly studied. Interestingly, the activation of
immunological responses due to infection was evidenced in this study, as well as others.

Other authors have suggested that the CT infection often causes tissue lesions that stimulate
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IL-1, which in turn activates polymorphonuclear cells (PMN) and macrophages, and
subsequently, the production of IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, and IFN-y is induced [8].

The IL-6 level in the seminal plasma has also been observed to be higher in infertile men
[17, 33], compared to fertile men [34, 35]; however, the results found herein are the highest
so far reported. Other authors have suggested that IL-6 is involved in lipid peroxidation (LP).
This conclusion was confirmed due to the detection of a byproduct (malondialdehyde, MDA)
added to IL-6, simultaneously [36]. These reactions activate oxidative stress, which
contributes to male infertility [8]. It is essential to consider that the population studied here
consisted of infertile military men, whose condition contributes to presence of several
neurochemical, endocrinological, and immunological alterations due to stress, as reported
by other authors in military communities [36, 37]. This may also have contributed to
modulated inflammatory cytokine levels. For example, studies on hypercortisolemia in
military trainees suggest that this hormone also contributes to infertility due to decreases of
testosterone by the repetition of psychological stress [37], and more in socially dominant
subjects [38]. In addition, cortisol has been found to increase IgE synthesis in response to
IL-4, which suppresses the TNF-a production by monocytes [37]. The CT infection probably
is chronic and accompanied by other pathogens in semen which are responsible for altered
pro-inflammatory cytokine levels and an inadequate response of Th2 cytokines such as IL-
10 and IL-4.

Furthermore, both low and non-significant levels of IFN-y and TNF-o were found. This
suggests that most of these patients were suffering from chronic infection with CT, as

reported by Feodorova et al. [10].
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It is proposed that IFN-y participates in the activation of the innate immune response at the
beginning of the infection [6, 38]. CT infection exerted its effect on motility at high
concentrations, as reported by other authors [39]; hence, it may be assumed that this cytokine
is no longer protecting against the chronic CT infection.

Taken together, the results suggest a strong pro-inflammatory response and a possible
chronic CT infection, which can cause effects on the health of men and lead to pathologies
such as chronic prostatitis with subfertility [40].

Conclusiones (conclusion)

In conclusion, CT infection causes immunological responses because it increases IL-1p and

IL-6, also increasing seminal pH (see Fig. 1), suggesting a potential role of infection and

inflammation in asymptomatic patients with teratozoospermia.

- ‘\\ l ‘ﬁ}l 4 seminal pH l o.\’ ' 4‘
v ,f? 25 apaie o\ - "Ll { ‘:‘

Fertilization

Fig. 1. Chlamydia trachomatis infection increases seminal pH, also interleukin (IL)-1p and IL-6 pro-

inflammatory cytokines in asymptomatic patients with teratozoospermia. Image modified from Motifolio
Toolkit licence (http://www.moatifolio.com)
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7.2.3 Resumen

Abstract: Background and Objectives: To investigate the effect of infection with human
papillomavirus (HPV) or Chlamydia trachomatis (CT) and HPV + CT coinfection on sperm
quality, inflammation, and the state of oxidative stress (OS) in asymptomatic infertile men.
Materials and Methods: Semen samples from 84 asymptomatic military infertile men were
studied. The polymerase chain reaction (PCR) was used for the molecular detection of HPV
and CT. Semen parameters were analyzed according to the World Health Organization
guidelines. Inflammation was evaluated by an IL-1p, IL-6, and IFN-y enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and OS by the quantification of lipid peroxidation (LPO), 8-
hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), and total antioxidant capacity (TAC). Results: A total
of 81 of the 84 (96.4%) samples were positives for the pathogens, with 55/81 (68%) being
positive for HPV, 11/81 (13.5%) for CT, and 15/81 (18.5%) for HPV+CT coinfection.
Seminal parameters were affected in the infected groups, including pH increases above the
normal range in all groups. An abnormal sperm morphology was observed in the HPV and
HPV + CT groups. Higher cytokine levels were detected in the HPV group and the highest
IL-1B level was found in the HPV + CT group. No cytokines were detected in the CT group.
High LPO and 8-OHdG levels were found in all groups with a lower TAC. Comparisons
between groups showed the highest OS state was observed in the HPV group. Conclusions:
High HPV infection or coinfection (HVP + CT) in these infertile men suggest compromising
male fertility by inducing a proinflammatory state and OS. Infection with CT suggests an
alteration of the state of OS by promoting an alkaline pH.

Keywords: human papillomavirus; Chlamydia trachomatis; sperm quality; oxidative stress;

inflammation; cytokines; male infertility
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7.2.4 Apartados del articulo
Introduccion (Introduction)

Infections with human papillomavirus (HPV) and Chlamydia trachomatis (CT) are the most
common sexually transmitted infections (STIs) worldwide [1-3], which cause considerable
morbidity and socioeconomic problems [4] and may lead to death [1]. Both pathogens can
present asymptomatic phases, a fact that makes the early diagnosis of male infertility
challenging [1,3]. Notably, HPV infection can reduce the sperm motility [1,5] and
concentration [2] and can alter normal sperm morphology [4,6]; however, the mechanisms
associated with these changes have not been fully described yet. Infection with CT can cause
direct damage to sperm, reducing the sperm concentration, motility [3], and vitality [1], and
can increase pH [7], lipid peroxidation (LPO) [8], and even proinflammatory cytokines such
as IL-1p and IL-6 in semen of infertile men [7].

Human semen contains cytokines that exert pleiotropic and redundant effects during the
activation of innate, cellular, and inflammatory responses; in addition, the growth and
differentiation of germ cells and functions of genital organs are regulated by
proinflammatory cytokines such as IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, and IFN-y. Cytokines induced
by infections, inflammation, and oxidative stress (OS) disrupt the male accessory gland
function, ejaculate parameters, and sperm performance [9]. Moreover, the imbalance
between reactive oxygen and nitrogen species (RONS) and antioxidants induces OS in the
male reproductive tract and semen, worsening male infertility [10]. Spermatozoa are
susceptible to OS-induced damage because their plasma membranes contain high
concentrations of polyunsaturated fatty acids prone to LPO, generating malondialdehyde

(MDA) and DNA damage and compromising fertilization [11,12].
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Sperm cells are naturally protected from oxidative damage by endogenous enzymatic
antioxidants in seminal plasma. Moreover, a wide variety of endogenous non-enzymatic
antioxidants such as pyruvate, glutathione, carnitine, and vitamins C and E capture free
radicals or RONS, which can be quantified by the total antioxidant capacity (TAC) assay
[11,12]. The detection of infectious agents, inflammatory markers, and OS is necessary for
the comprehensive diagnosis of male infertility [9]. The study aims to investigate the effect
of HPV, CT, and HPV+CT coinfection on sperm quality, proinflammatory cytokines, and
the OS state in the semen of asymptomatic military infertile men.
7.2.5. Método (Materials and methods)

Research Design and Population

This cross-sectional study included 84 male military service members with a mean age of
31.81 + 5.71 years; this population was selected during infertility consultation between
January and November 2019 in the “Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y
Neonatologia” of the National Defense Ministry, México City. Inclusion criteria were men
attending the hospital for conjugal infertility investigation who failed to conceive after one
year of unprotected intercourse and who agreed to be subjected to sperm parameter analysis.
Men under drug therapy and those with undescended testes, varicocele, and other structural

abnormalities were excluded.

Semen Analysis

Before semen collection and analysis, the men were asked to refrain from sexual intercourse
for 3-5 days. Immediately after collection, the samples were liquefied at room temperature

for up to 30 min; then, semen analysis was performed according to World Health
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Organization guidelines [13]. The semen samples were centrifuged at 3000x g for 10 min to
isolate seminal plasma and cell pellets were separated and stored at —20 °C until the time of

analysis.

Detection of HPV and Chlamydia trachomatis by PCR

Detection of HPV and Chlamydia trachomatis. DNA was extracted from the semen samples
using the DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN, MAN, UK).

The HPV genome was detected by PCR using universal primers (MY09/11, GP5+/6+ and
L1C1/C2) [14]. Amplification of CT DNA was carried out using the CT-specific primers
KL1 and KL2 [15]. The beta-globin gene was used as a positive control for DNA extraction

and PCR methods.

Cytokines in the Seminal Plasma

The seminal content of proinflammatory cytokines such as IFN-y (range: 8-3000 pg/mL),
IL-1B (range: 81000 pg/mL), and IL-6 (range:24—-1500 pg/mL) was determined using a
guantitative sandwich ELISA method. Standard curves were constructed for each cytokine
according to the manufacturer’s instructions (PeproTech, NJ, USA). Seminal cytokine

concentrations are expressed as pg/mL of seminal plasma.

Assessment of Lipid Peroxidation in the Seminal Plasma

LPO was estimated in the semen samples by the measurement of malondialdehyde (MDA)
using the thiobarbituric acid (TBA) method, with minor modifications [16]. Briefly, 250 uL
of seminal plasma (supernatant) was added to 750 pL of 150 mM Tris-HCI, pH 7.4, in a

glass tube and was incubated for 30 min at 37 °C; next, 2 mL of TBA reagent (15%
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trichloroacetic acid in 0.375% TBA, 1:1 v/v) was added. The final mixture was then heated
for 30 min at 95 °C. After cooling to room temperature, the mixture was centrifuged at 3000
g for 10 min and absorbance of the supernatant was read in a spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) at 532 nm. The results were expressed as nanomoles of MDA
per milligram of protein. The protein levels were quantified by the Bradford protein assay

using bovine serum albumin as standard.

8-Hydroxydeoxyguanosine Assay in the Seminal Plasma

DNA oxidation was evaluated by the formation of 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), a
ubiquitous marker of OS. The levels of 8-OHdG in 100 pL of seminal plasma were measured
using the OxiSelect Oxidative DNA Damage ELISA Kit (Cell Biolabs Inc., CA, USA). The
absorbance of each sample was determined in a microplate reader (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA) at a wavelength of 450 nm and the levels of 8-OHdG were calculated from a
standard curve. The minimum detectable concentration of 8-OHdG was 20 ng/mL and the

maximum detectable concentration was 100 ng/mL.

Quantification of Total Antioxidant Capacity

The non-enzymatic TAC of seminal plasma was measured by the ferric reducing antioxidant
power (FRAP) method [16,17], with minor modifications. The FRAP working solution was
prepared by mixing 10 volumes of 300 mmol/L acetate buffer, pH 3.6, with 1 volume of 10
mmol/L 2,4,6-tripyridyl-S-triazine (TPTZ) in 40 mmol/L HCI and with 1 volume of 20
mmol/L FeClz.6H20, and was warmed to 37 °C. Next, 30 pL of seminal plasma, 90 pL of
distilled water, and 30 uL of each standard solution (FeSO4.7H20; 1000, 750, 500, 250, 100

M) were transferred to an Eppendorf tube (2 mL) and 900 pL of the FRAP working solution
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was added. The mixture was heated to 37 °C for 10 min. Finally, the absorbance values of
blank, standard solutions, and samples were read in a spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA) at 593 nm. The results were corrected for dilution and are expressed
as pumol FeSO4/L. All solutions were freshly prepared and immediately used. Measurements

were performed in triplicate.

Statistical Analysis

Seminal HPV, CT, and HPV+CT coinfection are described as frequency (%). Statistical
methods included mean and standard deviation (SD) for normal distribution and median
(25th—75th percentile) for abnormal distribution. Specifically, the Mann—Whitney U test was
used for comparison of two groups and one-factor analysis of variance (ANOVA) with post
hoc Tukey or the Kruskal-Wallis one-way ANOV A was used for comparisons of more than
two groups. A p value < 0.05 was considered statistically significant. All analyses were
performed using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (version 24; SPSS

Inc., Chicago, IL, USA) and Microsoft Excel (Windows 10).

Ethics Statement

The study protocol was approved by the institutional review board of The “Hospital Militar
de Especialidades de la Mujer y Neonatologia” of the National Defense Ministry, México
City (CONBIOETICA-09-CEI-015-20180924) and informed consent was obtained from all
participants. All procedures were conducted in accordance with the Declaration of Helsinki

and with the Official Mexican Standard (NOM-012-SSA3-2012).
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Resultados (Results)

The results of the molecular assay demonstrated that 81 of the 84 samples (96.4%) were
positives for the pathogens, with 55/81 (68%) being positive for HPV and 11/81 (13.5%) for
CT and coinfection being detected in 15/81 (18.5%) as Figure 1.
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Figure 1. Pathogens detected in this study. Electrophoresis of PCR products from
representative samples. (A) HPV detection. Lane 1: molecular marker 100 bp; lanes 2, 3, 4,
5: representative samples of beta-globin gene (human control), MY, GP, and L1 (L1 HPV
genome), respectively (markers MY and GP PCR positive, marker L1 PCR negative). (B)
Chlamydia trachomatis detection. Lane 1: molecular marker 100 bp; lanes 2, 3, 4, 5:
representative PCR-positive (3,4) and PCR-negative (2,5) samples.

Seminal parameters, cytokines, and OS biomarkers were analyzed and compared between
the infected groups: HPV, CT, and HPV + CT (Tables 1 and 2). An analysis of the infected
groups showed that the pathogens affected seminal parameters, with the observation of pH
increasing above the normal range in all groups. Abnormal sperm morphology was detected
in the HPV and HVP + CT groups.

The highest cytokine levels were observed in the HPV group; however, IL-1p levels were
higher in the coinfected group than in the HPV group and no cytokines were found in the

CT-infected group. LPO and 8-OHdG levels were detected in all groups, in accordance with

the lower TAC levels; nevertheless, the highest state of OS was found in the HPV group.
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Table 1. Evaluation of seminal parameters according to infection with HPV, CT,

or HPV+CT coinfection.

N |
Parameter HPV ! CT? HPV+CT3 p o oma
Range
N (frequency) 55/81 (68%)  11/81 (13.5%) 15/81 (18.5%)
Age (years) t 31.40+584  3027+4.07 33.38+4.13 >0.05
Volume (mL) 3.29+1.34¢2 219+1.35 3.22+0.96 <0.05 (1.5-5mL)
8.00 (8.00—
pH i 8 (7.00-8.00) 8 (7.5-8.00) 3 E)O) (7.2-7.8)
Total sperm number 93.00 (46.00— 56.00 (32.80— 77.00 (49.00- 50.05 (>39)
(million/ejaculate) 156.00) 148.00) 134.00) '
Sperm count per mL (million/mL) 44.00 (15.30—- 25.00 (16.00- (>15
24 (15.00-52. >0. -
1 (15.00-52.00) 97.00) 48.00) 0.05 million/mL)
Normal sperm morphology (%) + 2.27 +£1.42° 5.64 +2.87 2.67+258° <0.05 (>4%)
0)
Abnormal SpermeorphO'ogy ) g773+142°  oa36+287 097.33+258° <0.05
Head defects (%) 1 41.95+8.70 43.82+12.40 47.33+£13.71 >0.05
Midpiece defects (%) T 25.82 +£8.34 24.00+£13.19 23.27+4.49 >0.05
Tail defects (%) ¥ 30.00+12.19 26.27+19.12 23.20+14.30 >0.05
) 0 A 4
Total pmgress']‘s’)e :Ot"'ty (OA* 438742000 450042250 47.33+1845 005 (>32%)
Fast progressive motility (% A) ¥ 596 +14.84  3417+2829 200+1.34° <0.05
Low progressive motility (% B) ¥ 38+ 18.61% 10.83+23.22 45.33+17.44° <0.05
. 0.42 (0.110-  0.700 (0.300— o
. <
Leukocytes (million) § 0.8 (0.350-1.70) 1.48) 1.070) >0.05 (<1 million)

L Infertile men with human papillomavirus infection. 2 Infertile men with Chlamydia trachomatis

infection. * Infertile men coinfected with human papillomavirus and Chlamydia trachomatis. All

data are expressed as mean = SD or median (25th—75th percentile). + ANOVA with post hoc Tukey;

1 Kruskal-Wallis test. #HPV vs. CT group (p < 0.05); °CT vs. HPV + CT group (p < 0.05).
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Table 2. Levels of seminal proinflammatory cytokines and oxidative stress

biomarkers in the groups.

Variable HPV ! CT? HPV + CT 3 P
IFN-y (pg/mL) §  524.25 (226.45764.62)° ND 141.50 (39.00-911.90)°  <0.05
IL-1B (pg/mL) t 141.33 (0-337.68)%  0.000 (0-1.33) 328.00 (141.33-1303.00) > ¢ <0.05

IL-6 (pg/mL) % 203.30 (0.400-203.33) ® ND 190.80 (36.8-271.80)¢  <0.05

LPO (nmol MDA/mg
9.00 (7.04-12.23)2 4.21 (2.42-4.34) 7.45 (4.91-10.70) ° <0.05

protein) i
8-OHdG (ng/mL) * 8.29 (8.04-8.68) ° 1.9 (1.85-5.05) 8.20 (7.85-8.92) <0.05
TAC (umol/L) f 590.05 +401.11% 1086.91 + 273.57 713.44 +481.11° <0.05

L Infertile men with human papillomavirus infection. 2 Infertile men with Chlamydia trachomatis
infection. 2 Infertile men coinfected with human papillomavirus and Chlamydia trachomatis. Not
detected, ND; interferon gamma, IFN-y; interleukin-1 beta, IL-1B; interleukin-6, IL-6; lipid
peroxidation, LPO; malondialdehyde, MDA, 8-hydroxydeoxyguanosine, 8-OHdG; total antioxidant
capacity, TAC. All data are expressed as mean = SD or median (25th—75th percentile). * Mann—
Whitney U; T ANOVA with post hoc Tukey; i Kruskal-Wallis test. *HPV vs. CT group (p < 0.05);

®HPV vs. HPV + CT group (p < 0.05); °CT vs. HPV + CT group (p < 0.05).
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Discusién (Discussion)

The relevance of STIs such as those caused by HPV and CT as an etiological factor of male
infertility remains controversial. Most studies report that these pathogens affect semen
quality in asymptomatic infertile men [1,2,18]. Some reports suggest that sperm quality is
compromised by the inflammatory processes and oxidative damage caused by CT in the
male tract [1,7,8], while the role of HPV infection is still unknown. The purpose of this study
was to investigate the effect of HPV, CT, and HPV+CT coinfection on sperm quality,
inflammation, and the OS state in the semen of asymptomatic sexually active young men.
A high prevalence of seminal HPV infection has been demonstrated by nested PCR in
oligospermic and azoospermic men (30% and 40%, respectively) [18].

This study highlighted the high prevalence of HPV infection (68%) and HPV+CT
coinfection (18.5%), which is probably attributable to the specific population of military
asymptomatic infertile patients analyzed who may be affected by other STIs. Other authors
studying the Mexican army population found a high prevalence of seminal HPV in healthy
soldiers (49%) and concluded that a risky sexual behavior, a large number of sexual partners,
and anal intercourse increase the risk of acquiring and transmitting an STI [19]. Additionally,
the military status contributes to the development of several psychological, endocrinological,
and immunological alterations due to stress, as reported in military communities [7,20]. Such
conditions can increase the susceptibility to infection. Gimenes et al. detected seven sexually
transmitted agents simultaneously in men with conjugal infertility; the most prevalent STI

was HPV (38.5%), followed by Trichomonas vaginalis, CT and HSV-1/-2 (9.6% each),

59



highlighting that HPV + CT coinfection in the semen samples (7.1%) of asymptomatic
sexually active young men (31.81 + 5.71 years) can influence their reproductive health [21].
In this work, CT infection and CT + HPV coinfection were found in 13.5% and 18.5% of
men, respectively, and the data were similar to other reports of men studied for infertility
[3,21]. However, a higher prevalence (41.4%) in respect to this study was reported in young
heterosexual males with chronic prostatitis-related symptoms attributable to CT + HPV
coinfection [4]. Then, the early detection of pathogens such as HPV and CT may prevent the
development of other diseases such as prostatitis or even prostate cancer [22].

The results suggest that semen quality was altered by the pathogens, as demonstrated by a
pH increase. Recent studies suggest that infection with CT [7] and HPV [2] may cause a pH
change to alkaline in the semen of infertile men, as well as shifts in the seminal microbiota,
such as a decrease in Lactobacillus in healthy men [23]. Lactobacilli have a positive effect
on sperm motility and viability [23]. The imbalance in the seminal microbiota may increase
the susceptibility of patients to other infections or diseases.

According to Damke et al., HPV semen infection may modify the semen volume decrease
or increase) and augment pH (>7.8), indicating altered proportions of the fluid secreted by
the major sexual accessory glands (prostate and seminal vesicles) [2]. Changes in prostate
markers of glandular dysfunction may influence fertility; furthermore, HPV infection and
HPV + CT coinfection altered normal sperm morphology, similar to other reports [4,6]. In
addition, there is evidence that HPV infection is correlated with teratozoospermia [21].

The negative impact of HPV or CT infection on sperm morphology is not well understood.
It is hypothesized that morphological disturbances may result from the ability of the virus to

bind to the spermatozoa head (through interactions between HPV capsid protein L1 and
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syndecan-1), as reported for HPV infection [5]. Accordingly, all infected groups studied here
exhibited an almost two-fold higher percentage of head defects compared to defects in the
midpiece and tail; however, comparisons with an uninfected group are necessary to confirm
this evidence.

Pathogens can induce the secretion of proinflammatory cytokines and OS in the semen of
asymptomatic infertile men. Cytokines play a central role in physiological and pathological
processes in the male reproductive tract, innate and cellular immune responses,
inflammation, growth regulation, germ cell differentiation, and intracellular signal
transduction [24]. Fraczek et al. hypothesized that the high concentration of proinflammatory
cytokines, released during semen inflammation/infection, might modulate the activity of the
pro- and antioxidative systems, provoking permanent OS in spermatozoa and reducing the
fertilizing potential [24]. These bioactive substances may constitute an essential link
between inflammation and male infertility [24]. The high prevalence of HPV infection or
coinfection with CT in these men could have an effect of an increase in proinflammatory
cytokines such as IFN-y, IL-1B, and IL-6, with HPV mainly inducing IFN-y and IL-6 as a
proinflammatory response, probably due to the L1 protein or E6/E7 “transforming” genes
found in spermatozoa [24]. HPV+CT coinfection caused a more significant proinflammatory
response by the release of IL-1B; perhaps, the sum of viral proteins and CT
lipopolysaccharide activate macrophages, increase RONS [24], or even cause defective
spermatozoa [10].

The overproduction of RONS or reactive oxygen species (ROS) impairs sperm function
[11,25]. Possibly, multiple risk factors increase the generation of ROS in sperm

mitochondria [10]. Moreover, IL-1p and IL-6 might negatively influence sperm motility
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[25], LPO, and oxidative DNA damage by the increase in 8-OHdG [10,11,26] as the results
found herein in the HPV and CT+HPV groups, reducing male fertility. Infection only with
CT may generate fewer RONS, which also induces less LPO probably because antioxidant
systems are still active, increasing TAC levels. However, these levels are similar to those
found in other infertile populations [27] but without seminal HPV, CT, or coinfection, then
other factors such as lifestyle choices (tobacco and alcohol consumption) and environmental
factors trigger testicular sources of RONS [11,26], which could stimulate OS in CT
infection. Moreover, seminal TAC levels were significantly lower in HPV infection or CT
coinfection, resembling other infertile male populations [27], which may decrease the
percentage of motile A and non-progressive motility (% motile A + B). Gholinezhad et al.
found a lower percentage of motility in infertile men compared to fertile men, although with
typical values of this sperm parameter according to the WHO [27].

The results suggest that infection with CT contributed to OS characterized by augmented
LPO and diminished TAC levels, as reported previously [8,28]. HPV infection contributed
to increased proinflammatory cytokines and the intensity of OS, which may have harmful
consequences for spermatozoa, triggering alterations in sperm morphology, increasing pH,
and indirectly affecting their redox profile and milieu due to the production of RONS and/or
IL-1B. These molecules seem to affect the motility because fast progressive motility A was
decreased, while there was a high percentage of head and tail defects in all groups; defective
human sperm has been shown to spontaneously generate mitochondrial RONS to an extent
that can affect sperm motility [10]. Compared to fertile men, asthenozoospermic males have
reduced mitochondrial aconitase (ACO2) in spermatozoa, compromising the tricarboxylic

acid cycle and, consequently, reducing the ATP synthesis and motility [29].
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Conclusiones (Conclusion)

The high prevalence of HPV infection and HPV + CT coinfection detected in this study of
infertile men, suggests a significant negative impact on male fertility, which could contribute
to induce a proinflammatory state (increase in IFN-y, IL-1p and IL-6), particularly an
increase in IL-1fB in HPV + CT coinfection. HPV or HPV + CT could induce OS by an
increase in LPO and 8-OHAG and a decrease in non-enzymatic antioxidant systems,
promoting an alkaline pH, alterations in sperm morphology, and decreased sperm motility
A of military asymptomatic infertile men.

The results suggest that CT infection contributed to OS characterized by an increased LPO,
decreased TAC levels, and increased seminal pH as seen in Figure 2. A comprehensive
diagnosis is necessary for better treatment of male infertility and to prevent other infections
or diseases in men.

The main limitation of this study included its cross-sectional design, due to it being a study
of men attending the hospital for conjugal infertility investigation, and the small sample size.
Thus, a case—control study involving a more significant number of participants is required
(fertile and infertile men). Studies in progress that involve healthy fertile controls of general
populations and military communities could confirm the evidence obtained here. The
repetition of HPV screening in semen after 12 months would be necessary to determine the
clearance or persistence of seminal HPV infection. The results highlight IFN-y, IL-1p, IL-
6, LPO, 8-OHdG, and TAC evaluation in seminal plasma for a comprehensive state of male
infertility to improve therapeutic intervention in male partners of infertile couples and to

prevent infections or diseases.
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Figure 2. HPV infection and HPV+CT coinfection have a significant negative impact on
male fertility. Pathogens induce a high proinflammatory state and oxidative stress,
particularly an increase in IL-1p in HPV + CT coinfection. CT infection causes oxidative
stress characterized by increased lipid peroxidation, decreased TAC levels, and increased
seminal pH.
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6. Resultados adicionales

Los resultados respecto a la prevalencia de genotipos VPH de bajo riesgo y alto riesgo en la
poblacion de estudio se describe a continuacion. Se analizaron 101 muestras de semen,
encontrando una alta prevalencia de la infeccién por VPH (80.2%, 81/101). Se detecto que
la infeccion con multiples genotipos fue prevalente, asi como con genotipos de alto riesgo.
En la tabla 3.

Tabla 3. Presencia de la infeccidon por VPH en el semen de hombres militares que derivan
de un estudio de pareja infértil (n=101).

Presencia de la infeccion por VPH en semen Porcentaje

Frecuencia (%)

ADN del VPH 81/101 80.2

Infeccion simple por VPH (SI) 30/81 37.0

Infeccion simple por VPH con exclusivamente genotipos 27/81 33.3

de alto riesgo (AR-VPH).

Infeccidn simple por VPH con exclusivamente genotipos de 3/81 3.7

bajo riesgo (BR-VPH).

Infeccion maltiple por VPH (M) 51/81 63.0

Infeccion mdaltiple por VPH con exclusivamente genotipos 29/81 or 29/51 35.8

AR-VPH.

Infeccion maltiple por VPH con genotipos AR-VPH y BR- 22/81 or 22/51 27.1

VPH detectados simultaneamente.

Exclusivamente genotipos AR-VPH (S1 and MI) 56/81 69.0

Exclusivamente genotipos BR-VPH y AR-VPH (Sl and 25/81 30.8

MI)

Sl 'y MI con genotipos AR-VPH. 78/81 96.3

Nota:El porcentaje no suma a la frecuencia total debido al analisis de genotipos realizado
por la virulencia o patogenicidad.

En la tabla 4 se muestra la frecuencia y porcentaje de genotipos virales AR-VPH detectados
en la poblacién de estudio, ya sea en infeccion simple o multiple. La infeccion simple con
genotipos AR-VPH fue mayor que la infeccion simple con genotipos BR-VPH (33,3%
versus 3,7%). El genotipo 52 fue el més frecuente (18.5%, 15/81), seguido del genotipo AR-
VPH-33 (11.1%, 9/81) y la combinacion mas frecuente de genotipos detectados fue AR-
VPH-33, 52 (11,1 %, 9/81), seguido por HPV 18,31 (6,2%, 5/81).

Finalmente, la IM con genotipos de AR-VPH indujeron mayor incremento significativo de
LPO en comparacidn de los demas grupos infectados por genotipos de AR-VPH (Datos ain

no pulbicados).
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Tabla 4. Genotipos VPH detectados en el semen de hombres militares que derivan de un
estudio de pareja infértil.

Subgrupos Genotipos VPH n Porcentaje (%)
Infeccién simple VPH-6 2 2.5
(SI-AR-VPH) VPH-11 1 1.2
VPH-16 1 1.2

VPH-31 2 2.5

VPH-33 9 11.1

VVPH-52 15 18.5

30 37%

Infeccién maltiple | VPH-16,18 1 11.2
(Todos con genotipos | VPH-16,31 1 1.2
AR-VPH) VPH-18,31 5 6.2
(MI-AR-VPH) VPH-18,33 1 1.2
VPH-18,52 1 1.2

VPH-18,58 1 1.2

VPH-33,51 1 1.2

VPH-33,52 9 11.1

VPH-31,52 2 2.5

VPH-16,18,33 1 1.2

VPH-16,33,52 1 1.2

VPH-16,31,52 1 1.2

VPH-33,52,58 1 1.2

VPH-16,31,33,52 3 3.7

VVPH-18,6 6 7.4

VPH-6,52 3 3.7

VPH-6,11, 16 1 1.2

VPH-11, 33 2 2.5

VPH-11,16 2 2.5

VVPH-6,18,52 2 2.5

VPH-6,11,52 2 2.5

VPH-11,16,58 1 1.2

VPH-11,16,52 1 1.2

VPH-11,33,52 1 1.2

VPH-6,11,16, 18, 58 1 1.2

51 63%

Muestras positivas para la infeccidn por VPH, n= 81: indica las frecuencias incluidas en presencia
de ambas infecciones simples y multiples.
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7. Discusién general

La relevancia de las ITS causadas por VPH y CT como un factor etioldgico en la infertilidad
masculina es controversial (Goulart et al., 2020). La mayoria de los estudios informan que
estos patdgenos afectan la calidad seminal en hombres infértiles asintomaticos (Damke et
al., 2017; Goulart et al., 2020; Laprise et al., 2014).

Respecto a la prevalencia de Chlamydia trachomatis (CT), los hallazgos obtenidos en el
presente estudio confirman la alta prevalencia de infeccion bacteriana en hombres que
derivan de un estudio de pareja infértil en México (LAopez-Hurtado et al., 2017). Respecto a
la deteccion de coinfeccion entre VPH y CT, éste es el primer estudio llevado a cabo en
nuestro pais. Es importante mencionar que la prevalencia de la infeccién por VPH (68%) y
la coinfeccion entre VPH+CT (18.5%) fue alta en comparacion con otros estudios realizados
anteriormente en hombres que derivan de un estudio de pareja infértil (Gimenes et al., 2014)
y en hombres con prostatitis e infertilidad (Cai et al., 2014). Cuando se analizé la presencia
de VPH en 101 muestras de semen, se encontrd una alta prevalencia de la infeccion de 80,2%
(81/101), predominando los genotipos de AR-VPH, como lo reportado anteriormente, en
hombres infértiles (Goulart et al., 2020; Laprise et al., 2014). Estos resultados son
alarmantes, la infeccion en hombres militares mexicanos sera la mas alta reportada, debido
a que en un metaanalisis realizado por Laprise y colaboradores (2014), se describi6 un 16%
en poblaciones de hombres infértiles (Laprise et al., 2014), similar a lo reportado por Damke
y colaboradores en 2017 (16.6%). Otro estudio realizado por Foresta y colaboradores (2015)

reportaron un 35.7% en hombres con infertilidad idiopatica (Foresta et al., 2015).
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Una explicacion de esta alta prevalencia de la infeccidn viral es atribuible a la poblacion
especifica de militares, ya que incluso en soldados mexicanos sanos, se encontrdé una
prevalencia de 49%, esto puede estar relacionado con el comportamiento sexual de riesgo,
una gran cantidad de parejas, el coito anal que aumentan el riesgo de contraer ITS (Lajous
et al., 2005), incluso otras ITS a las investigadas en el presente trabajo. Los resultados
mostraron que la infeccion por VPH en el semen es bastante comun en parejas masculinas
jovenes militares, seguida de Chlamydia trachomatis.

En el trabajo se encontré que los genotipos de alto riesgo mas comunes fueron, en orden
decreciente, VPH-52 (15/81), VPH-33 (9/81) en muestras de semen infectadas por un dnico
genotipo viral o por multiples infecciones en hombres infértiles, lo cual concuerda con Yang
etal. (2013) (Yang etal., 2013). En 2017, Cortés-Gutiérrez y colaboradores (2017), quienes
llevaron a cabo un estudio en pacientes que derivan de un estudio de pareja infértil,
encontraron que el 27.27% (6/22) de los hombres infértiles presentaron la infeccion por
VPH, de los cuales se detectaron los genotipos de AR-VPH (VPH-18, -45, -51 y -54)
(Cortés-Gutiérrez et al., 2016). Relevantemente, el presente estudio serd el primero en
reportar la alta prevalencia de los genotipos de AR-VPH en una poblacion de pacientes
infértiles militares.

Referente a la calidad espermatica, estudios recientes indican que la infeccién por CT (Pérez-
Soto et al., 2021b) y VPH (Damke et al., 2017) modifican el pH a alcalino en hombres
infértiles, lo que probablemente altera la microbiota seminal, por ejemplo Lactobacillus. En
un reciente estudio se encontrd que Lactobacillus tiene un efecto positivo sobre la motilidad

y viabilidad (Baud et al., 2019).
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Si bien, de acuerdo a los criterios de la OMS, del manual de la quinta edicidn, estos
parametros se encuentran dentro de los limites normales, el grupo infectado por VPH (y/o
genotipos), ademas presento disminucion en la motilidad A, incremento del pH (> 7.8), que
son criterios clinicos para diagnosticar infeccion/inflamacion en glandulas accesorias
(MAGI, en inglés) (Calogero et al., 2017), lo que indica proporciones alteradas del liquido
secretado por las principales glandulas accesorias sexuales, como es la prostata y vesiculas
seminales (Damke et al., 2017). Esto ademas puede conllevar a un desbalance del microbiota
seminal normal y puede incrementar la susceptibilidad a contraer otras ITS o enfermedades
y repercutir en la fertilidad.

Referente a la alteracion de los parametros seminales, se encontr6 que hubo una disminucion
del porcentaje de la morfologia de los espermatozoides debido a la infeccién por VPH (Yang
et al., 2013), asi como al estar en coinfeccion con CT (Cai et al., 2014), similar a otros
estudios realizados anteriormente (Cai et al., 2014; Yang et al., 2013), induciendo la
teratozoospermia, como en este trabajo. En 2014, Gimenes y colaboradores (2014),
encontraron que la infeccion por VPH correlaciona con la teratozoospermia en hombres
infértiles que derivan investigaciones de infertilidad conyugal (Gimenes et al., 2014);
recientemente, Tavakolian y colaboradores (2021) encontraron la misma relacion, ya que en
9 pacientes con la infeccion por VPH, el porcentaje de morfologia fue disminuido
significativamente con respecto al grupo control negativo con normospermia (6.3 + 0.7

versus 2.3 £0.6; p=.023) (Tavakolian et al., 2021).
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En el analisis estadistico realizado entre los grupos no infectado, infectado con un solo
genotipo de AR-VPH vy el grupo de infectados con multiples genotipos de AR-VPH (datos
no publicados), se pudo comprobar que ambos grupos infectados con genotipos de AR-VPH
(SI-AR-VPH y MI-AR-VPH) son los responsables de la disminucion significativa de la
morfologia normal espermatica, donde ademas presentan mayor porcentaje de defectos en
cabeza, aunque no es significativo con respecto al grupo no infectado, probablemente, por
la presencia de otros patdgenos no detectados en este estudio y que inducen un mismo efecto
en lamorfologia espermatica, como es la infeccion herpes virus tipo 1 (HSV-1) en poblacion
infértil (Tavakolian et al., 2021). En ese mismo estudio, se pudo evidenciar que si bien
algunos pacientes presentaban infecciéon por VPH (VPH-8, VPH-18 y -33), en 3 muestras
con VPH-18 después del lavado se pudo eliminar la infeccion por VPH-18, sin embargo se
requiere mas estudios al respecto (Tavakolian et al., 2021). Lo que nos sugiere que al tratar
a los pacientes infectados se puede eliminar la infeccion viral.

No obstante, se desconoce el mecanismo por el que la infeccion viral persiste y/o aclara en
el hombre; Foresta y colaboradores (2010) encontraron mediante el analisis de hibridacién
fluorescente in situ (FISH, en inglés) que el 25% de los espermatozoides tenian el ADN viral
en la cabeza, no obstante, la integracion del VVPH en el nucleo no fue clara (Foresta et al.,
2010a). Un afio mas tarde (2011), los mismos autores localizaron la proteina viral L1 del
genotipo VPH-16 unida al sindecano 1 (SDC-1) ubicada en la membrana plasmatica de los
espermatozoides (Foresta et al., 2011). Esta molécula es un glucosaminoglicano con una o
mas cadenas de proteoglicanos y heparan sulfato que se unen a citocinas, factores de
crecimiento y generan gradientes que participan en procesos de desarrollo, respuesta

inmunitaria, inflamacion y angiogénesis (Gopal, 2020; Gougoula et al., 2019).
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Recientemente, Yuki y colaboradores (2021) analizaron que en el 6.9% (15/216) de las
muestras positivas para los genotipos AR-VPH (VPH-16, -18, -33, 35, 39, -45, -33, -51, -52,
-58, 68); la infeccion viral de alto riesgo (todos los genotipos detectados) se localiz6 en la
cabeza y pieza intermedia de los espermatozoides de los hombres infértiles japoneses (Yuki
et al., 2021). Ambos autores mencionan que se requieren mas estudios para clarificar el

mecanismo de infeccion en las regiones especificas de los espermatozoides.

Por otro lado, en este trabajo se pudo comprobar el efecto de la infeccion viral y/o
coinfeccion CT+VPH sobre las citocinas proinflamatorias (incremento de IFN-y, IL-1p, IL-
6), asi como el incremento de LPO, 8-OHdG y la disminucién de la Capacidad antioxidante
total, lo que indica un desbalance en moléculas pro y anti-oxidantes en el semen de pacientes
infértiles (Pérez-Soto et al., 2021a). Por otro lado, la infeccion multiple con genotipos AR-
VPH indujo mayor LPO que el grupo infectado con un solo genotipo de AR-VPH (Datos no
publicados). En el presente trabajo se hipotetiza que los genotipos AR-VPH (MI)
probablemente se unen al SDC-1 (ubicada en la cabeza de los espermatozoides), la cual
probablemente esta incrementada debido a la LPO en el plasma seminal, lo que facilita aun
mas su unién. En un estudio anterior se encontrd una mayor expresion de SDC-1 cuando hay
LPO en hombres con parametros seminales normales (Intasqui et al., 2015). Por lo que en
este estudio, con este tipo de hombres militares infértiles, probablemente, la union VPH-
SDC-1 facilita la activacion de la respuesta inmunitaria y pro-inflamatoria, la cual es
persistente y probablemente cronica, incrementando citocinas como es la IL-1B ¢ IL-6 y
dafando la morfologia de los espermatozoides, debido ademas por la alteracion de la

espermatogénesis por el incremento de esas moléculas (IL-6, IL-1B), e incluso SDC-1.
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Previos estudios han mostrado que algunos patdogenos utilizan las cadenas de
glucosaminoglucanos de los sindecanos para infectar la célula huésped, encontrandose el
VPH a través de la proteina viral L1 unida a la superficie celular del grupo tiol del SDC-1,
que conduce a la activacion de la entrada viral mediada por L2, otra proteina viral (Aquino

and Park, 2016; Gopal, 2020).

Los genotipos VPH no disminuyeron la motilidad de acuerdo al pardmetro normal de la
OMS (5ta. Edicidn), sin embargo, la motilidad A progresiva se encontrd disminuida en todos
los grupos de estudio, lo que se puede inferir que, a pesar del incremento de los
espermatozoides anormales, aun el estado del citocromo b y las mitocondrias no se vieron
comprometidas energéticamente, al menos en la via de fosforilacion oxidativa debido a que
se encuentran distribuidas en la célula espermatica (Lau et al., 2014), aunque probablemente
hubo una reduccion de la aconitasa, una enzima mitocondrial que participa en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos y consecuentemente reduce la sintesis de ATP y motilidad (Tang et

al., 2014).
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8.

Conclusiones

Hay una alta prevalencia de las infecciones por CT y VPH de 96.4% (81/84), de los
cuales el 68% (55/81) fue debido a la infeccion por VPH, el 13.5% (11/81) por CTy
el 18.5% por la co-infeccion de CT+VPH en pacientes infértiles asintomaticos.

La infeccion por VPH y la co-infeccion de CT+VPH impacto negativamente la
morfologia normal de los espermatozoides de los pacientes que derivan de un estudio
de pareja infértil, diagnosticAndolos como pacientes con teratozoospermia. La
infeccion bacteriana no provoco esa disminucion de la morfologia normal
espermatica. No obstante, en el grupo infectado con CT, VPH o la coinfeccion
CT+VPH se encontro un alto porcentaje de defectos, particularmente en la cabeza de
los espermatozoides.

En presencia de la infeccion por VPH, CT o la coinfeccion por CT+VPH se encontro
un pH alcalino alterando el ambiente seminal proinflamatorio y oxidativo.

La infeccion por VPH o la coinfeccion altero el microambiente seminal
proinflamatorio y oxidativo debido al incremento significativo de IFN-y, IL-1p, IL-
6 y LPO, ademaés disminuyo la capacidad antioxidante total seminal con respecto a
la infeccion por CT. Relevantemente, la coinfeccion provocé una mayor respuesta
pro-inflamatoria seminal por los altos niveles de IL-1p, en comparacion a la infeccion
por un solo patégeno en los pacientes infértiles asintomaticos militares mexicanos.
La infeccién por VPH causo dafio al DNA, ya que hubo un incremento de 8-OHdG
en comparacion con la infeccion por CT.

Hay una alta prevalencia de VPH y sus genotipos de 80.2% (81/101), detectando una
mayor prevalencia de la infeccion multiple por genotipos AR-VPH en comparacién
de la infeccion simple AR-VPH (63% vs 37%). La infeccion simple AR-VPH fue
mas alta que la infeccién multiple BR-VPH (33.3% vs 3.7%), el genotipo VPH-52
fue el mas prevalente, seguido del genotipo VPH-33 (11.1%) y la combinacién mas
frecuente de genotipos fue de VPH-33, -52 (11.1%), seguido de VPH-18,31 (6.2%).
La IM-AR-VPH causo mayor LPO que la SI-AR-VPH en los pacientes infértiles

asintomaticos militares.
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10. ANEXOS

Anexo A

UNIVERSIDAD DEL EJERCITO Y DEL LA FUERZA AREA
HOSPITAL MILITAR DE ESPECIALIDADES DE LA MUJER Y NEONATOLOGIA
POSGRADO DE GINECOLOGIA'Y OBSTETRICIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DETECCION DE CHLAMYDIA
TRACHOMATIS y VPH MEDIANTE TECNICA DE PCR EN MUESTRAS DE
ESPERMATOBIOSCOPIA DIRECTA.

INVESTIGADOR: MYR. M.C JUAN MANUEL CARBONELL CAMPOS

Por medio de la presente, yo

con fecha de

nacimiento: de afios, permito la incorporacion de los resultados

de mis exdmenes paraclinicos.asi como la realizacion de la deteccion de Chlamydia trachomatis
mediante técnica de PCR en una muestra de espermatobioscopia directa, necesaria para la

realizacion del proyecto de investigacion

, explicandole de manera verbal y escrita los procedimientos de la siguiente

manera:

Este estudio tendrd la finalidad de evaluar la presencia de la infeccion por Chlamydia
trachomatis y VPH mediante la realizacion de técnica de PCR.

Es decision del paciente participar o0 no en este estudio.

La primera parte del estudio se realizard en las instalaciones del Hospital Militar de
Especialidades de la Mujer y Neonatologia para la toma de muestra de espermatobioscopia

directa y su andlisis en el Laboratorio de dicho nosocomio, la segunda parte del estudio sera
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realizado en el Departamento de Biologia Molecular de la Escuela Militar de Graduados de
Sanidad.

Para la toma de la espermatobioscopia directa se indicara con anticipacion la abstinencia de
relaciones sexuales a las parejas de mujeres infértiles por un periodo de 72 horas; al acudir al
area de consulta externa de Biologia de la Reproduccién se conduciran al area designada como
masturbatorio a fin de que se obtenga la muestra para el estudio y analisis de liquido seminal y
posteriormente la muestra restante se colectara y se trasladara al Departamento de Biologia
Molecular de la Escuela Militar de Graduados de Sanidad para la deteccion de la infeccion por
Chlamydia trachomatis mediante la realizacion de técnica de PCR.

Se realizard la anotaciones en la hoja de registro.

AUTORIZACION

1. Por este medio autorizo (a la)

Dr.(a.). y/o al (a los) médico(s)

asociado(s) y/o asistentes que este(a) haya seleccionado, para que me sometan al (a los)
siguiente(s) procedimiento(s), de toma de espermatobioscopia directa y deteccion de
Chlamydia trachomatis y VPH mediante técnica de PCR, cuyo caracter el médico me ha
explicado, incluyendo sus posibles beneficios y riesgos, asi como las probabilidades de alcanzar
los objetivos de la atencién, el tratamiento, los servicios o los procedimientos, propuestos, en
términos que entiendo perfectamente.

2. El médico me ha informado plenamente, en términos que entiendo, acerca de los
procedimientos, asi como de los beneficios de este estudio de investigacion.

3. El médico me ha informado plenamente, en términos comprensibles para mi, los riesgos y

consecuencias relacionados con el (los) procedimiento(s) descrito(s) anteriormente.
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4. Se me ha informado que tengo la opcion de negarme a someterme al procedimiento.

7. En caso de que surgiera alguna situacion imprevista durante el estudio, por este medio solicito
y autorizo al médico y/o a sus médicos asociados, para que tomen las medidas necesarias y
lleven a cabo cual(es) quiere(a) procedimiento(s) que consideren conveniente(s), los cuales
pudieran ser adicionales o diferentes a los ya planeados.

8. No se espera sintomatologia alguna durante la realizacion del estudio de investigacion.

9. Doy mi consentimiento para que el hospital elimine de forma adecuada cualquier tipo de
tejido y otros materiales biolégicos que pudieran haberse extraido durante el (los)
procedimiento(s).

10. Este formulario es para uso de médicos privados, con vistas a documentar mi
consentimiento informado para someterme al procedimiento que se llevara a cabo el hospital
Militar de Especialidades de la mujer y Neonatologia.

He leido los parrafos anteriores y entiendo lo que el médico me ha explicado en términos
comprensibles y satisfactorios. no tengo ninguna otra pregunta con respecto al (a los)
procedimiento(s) en este momento. entiendo el (los) procedimiento(s) al (a los) que seré

sometido, asi como los riesgos asociados con dicho(s) procedimiento(s).

FIRMA DEL PACIENTE FIRMA DEL MEDICO

INVESTIGADOR
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ANEXO B

UNIVERSIDAD DEL EJERCITO Y DEL LA FUERZA AREA
HOSPITAL MILITAR DE ESPECIALIDADES DE LA MUJER Y NEONATOLOGIA
POSGRADO DE GINECOLOGIA'Y OBSTETRICIA
INVESTIGADOR: MYR. M.C JUAN MANUEL CARBONELL CAMPOS

“DIAGNOSTICO DE INFECCION POR CHLAMYDIA TRACHOMATIS MEDIANTE
TECNICA DE PCR EN PAREJAS DE MUJERES INFERTILES Y SU RELACION CON

ALTERACION DE LA ESPERMATOBIOSCOPIA EN EL HOSPITAL MILITAR DE

ESPECIALIDADES DE LA MUJER Y NEONATOLOGIA.”

CUESTIONARIO SOBRE FACTORES DE RIESGO Y ASOCIADOS A LA
INFECCION POR CHLAMYDIA TRACHOMATIS y VPH

NOMBRE:

MATRICULA: EDAD:

OCUPACION O EMPLEO: FECHA DE

NACIMIENTO

1.- ¢ Cuanto tiempo ha transcurrido desde el deseo de concepcidn hasta la actualidad?

a) 1 afio

b) 2 afios

) > de 2 afios

2.- ¢Cuenta con algun antecedente de trauma en la region genital, de forma reciente o en el
pasado?

a) Si

b) No

3.- ¢Cuenta con antecedente de cirugias en la region genital?

a) Si
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b) No

4.- ;Cuenta con antecedente de haber padecido alguna infeccion de transmision sexual
(1.T.S)?

a) Si

b) No

5.- Mencione el nimero de parejas sexuales en toda su vida:

a) 1 pareja sexual

b) 2 parejas sexuales

c) 3 parejas sexuales

d) > de 3 parejas sexuales

6.- ¢ Cuenta con algun estudio de espermatobioscopia directa de rutina, previo a su estudio
de infertilidad?

a) Si

b) No

7.- ¢Ha presentado cuadros de dolor pélvico, sensibilidad o aumento de volumen testicular
de forma reciente o recurrente?

a) Si

b) No

8.- ¢En el Ultimo afio ha presentado secrecion uretral o sintomatologia urinaria irritativa
baja?

a) Si

b) No

9.- ¢ Tiene hijos con su pareja actual o con otra pareja?
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a) Si

b) No

10.- ¢Ha recibido tratamiento antibidtico para alguna I.T.S. en las 2 Gltimas semanas?
a) Si

b) No
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Anexo C.

Batalla de Celaya No. 202.

Col. Lomas de Sotelo, Alcaldia Miguel Hidalgo
C.P. 11200, Ciudad de México

Tel. 55202079

Correo electronico: dir. emgs@udefa.edu.mx

Ciudad de México, a 25 de octubre de 2018.
A quien corresponda

Por medio de la presente, hago de su conocimiento que el Comité de Investigacion de este
plantel educativo, en el ciclo lectivo 2016-2017, autorizo el protocolo titulado : « Diagndstico de
infeccion por Chlamydia trachomatis y Virus del Papiloma Humano mediante PCR en parejas de
mujeres infértiles y su relacion con alteracion de la espermatobioscopia », investigacion que desarrolld
el Myr. M.C. Juan Manuel Carbonell Campos bajo la Direccién de la Cap. 1/0. Q.B. Ret. Virginia

Sanchez Monroy.

Se extiende la presente para los fines que al interesado(a) convengan.

Atentamente,

A

Gral. Bgda. M.C., Jogé Panfilo Moncada Campos
Director de la Escuela Militar de Graduados de Sanidad
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Virginia Sanchez Monroy
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RESUMEN

La infertilidad es un problema mundial de salud reproductiva. Si bien los factores de riesgo son
variados las infecciones bacterianas. virales y el proceso inflarnatorio juegan un rol importante
en el caso de la infertikdad masculina._

Teniendo en cuanta lo antenor, en aste articulo se emprende una revision de 1a infeccion por
el virus del papiloma humano (VPH]) y la alteracion en la calidad espermatica asociada a la in-
ferlilidad. Asimismo, se aborda la participacion de las citocinas proinflamatorias gue conducen
a una respuesta inmunitaria y celular, con la subsecuenle activacion de los mecanismos gue
penudican la calidad espermatica, lo que conllova a la disminucion de 1a tasa de ombarazos

Palabras clave: calidad espermatica, citocinas, infertilicad, inflamacion, papilomavirus.
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Los genotipos VPH promueven un ambiente pro-inflamatorio y oxidativo en el semen de
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La infeccién del Virus del Papiloma Humano
(VPH) en hombres infértiles ya se ha
descrito, sin embargo, su asociacién con
inflamacién crénica y estrés oxidativo aln
no se ha explorado. El objetivo del trabajo
fue analizar el efecto de la infeccién por
VPH (genotipos) sobre la calidad
espermatica, citocinas pro y  anti-
inflamatorias, asi como marcadores de
estrés oxidativo en pacientes militares con
teratozoospermia. El estudio incluyé 101
muestras de semen, y se les realizé
espermatobioscopia, deteccion VPH y los
genotipos bajo riesgo (BR)-VPH:6, 11, alto
riesgo (AR)-VPH:16, 18, 31, 33, 52 y 58)
que se  determinaron por PCR;
cuantificaciéon de citocinas seminales (IL-1B,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a) por
ELISA; marcadores de estrés oxidativo:
Capacidad  antioxidante total (TAC),
lipoperoxidacion (LPO), 8 hidroxiguanosina

(8-OhdG), catalasa (CAT) y superdxido
dismutasa (SOD) que se evaluaron por
espectrofotometria. El analisis estadistico se
evalto con U-Mann Whitney y Kruskall Wallis (p
< 0.05). Los resultados indicaron alta prevalencia
de la infeccion por VPH (80.2 %, 81/101).
Predominé la infeccién con muiltiples genotipos,
asi como la infecciéon con genotipos de alto
riesgo. La infeccion viral se asocié a la
disminucién de la morfologia normal de los
espermatozoides (p=0.009). La infeccién simple
y la infecciéon muiltiple con genotipos AR-VPH se
asociaron a un incremento de IFN-y, IL-1B, IL-4,
IL-6, LPO y una disminucién de la TAC, CAT y
SOD (p < 0.05). Los resultados demuestran que
VPH participa en la generaciéon de un ambiente
pro-inflamatorio y oxidativo perjudicial para los
espermatozoides que puede contribuir a la
teratozoospermia.

Cite this paper/Como citar este articulo: Pérez-Soto E, Fernandez-Martinez TE, Medel-Flores MO, Oros-Pantoja
R, Miranda Covarrubias JC, Sénchez-Monroy V. (2021). Los genotipos VPH promueven un ambiente pro-
inflamatorio y oxidativo en el semen de pacientes con teratozoospermia. Revista Bio Ciencias 8: (Suppl)
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La co-infeccion por Citomegalovirus y Chlamydia trachomatis induce una respuesta pro-
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Las infecciones de transmision sexual y el
proceso inflamatorio juegan un papel
importante en la infertilidad masculina. Por
ello, en el presente trabajo se exploré la
presencia de patdgenos, asi como su
relacién con los niveles de citocinas pro-
inflamatorias en hombres militares con
teratozoospermia que acudieron a la clinica
de fertilidad. Se colectaron 104 muestras de
semen, a las que se detecté por PCR
Citomegalovirus (CMV) y  Chlamydia
trachomatis (CT), la cuantificaciéon de
citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, IL-1B, IL-
6, IL-8 y TNF-a) se realizé6 por ELISA y la
asociacion de citocinas con la presencia de
los patogenos se analizé con pruebas no
paramétricas de U-Mann Whitney y Kruskall
Wallis (ps 0.05). Los resultados indicaron
prevalencia de CMV de 3.8 % (4/104), CT
de 23.1 % (24/104) y coinfeccion por
CMV+CT de 8.7 % (9/104). La infeccién por

CMV mostré un ligero incremento de IFN-y sin
diferencia significativa (p=0.312) y la infeccion
por CT se asocié6 a un incremento de IL-1B
(p=0.001) e IL-6 (p=0.001). Interesantemente, el
grupo coinfectado por CMV+CT se asocié a un
incremento de IL-1B (p=0.016) e IFN-y
(p=0.007). Los resultados sugieren que la
coinfeccion por CMV+CT incrementan IL-1B e
IFN-y en el semen, contribuyendo a un ambiente
pro-inflamatorio crénico perjudicial para las
células espermdticas, lo que influye en la
infertilidad masculina. Se recomienda
incrementar la muestra para confirmar los
hallazgos obtenidos en el presente trabajo, y con
la finalidad de evitar el desarrollo de
enfermedades en el hombre, como es la
prostatitis, hiperplasia benigna prostética y el
céancer.
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