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Resumen

Muchos autores han sugerido que las infecciones en el tracto genital masculino pueden contribuir a la infertilidad.
Sin embargo, la seleccion de un método idoneo para el diagnostico ha sido controvertida. El objetivo de este
estudio fue evaluar la concentracion de interferon gamma (INF-vy), interleucina-6 (IL-6), IL-8, IL-10 y 6xido nitrico
(NO) en el plasma seminal de hombres infértiles y su relacion con la leucocitospermia y parametros seminales.
Muestras de semen de setenta y dos hombres infértiles y veinte hombres fértiles fueron analizadas por un sistema
automatizado (CASA) y el plasma seminal fue evaluado para determinar las concentraciones de INF-y, IL-6, IL-
8, IL-10 (ELISA) y NO (Griess reaction). Los niveles de INF-y, IL-6 y NO fueron superiores en el grupo con
leucocitospermia comparado con el grupo sin leucocitospermia y el control. En el grupo con leucocitospermia,
los niveles de IL-6, INF-y y NO presentaron una correlacion negativa con velocidad y movilidad espermatica. Sin
embargo, en el grupo control, con bajas concentraciones de IL-6 y NO, se observé una correlacion positiva de
estos parametros con la velocidad y movilidad espermatica. Estos hallazgos pueden sugerir que las citocinas a
concentraciones fisioldgicas pueden contribuir con las funciones espermaticas, mientras que su incremento durante
las infecciones puede provocar disminucién de la capacidad fértil. En cuanto a la IL-10, es necesario evaluar su
papel en el contexto de la respuesta inmunitaria global. Estos hallazgos indican que otros parametros de infeccion,
ademas de la leucocitospermia, tales como IL-6 y NO, pueden ser propuestos como marcadores de calidad seminal
en hombres con infertilidad idiopatica.
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Abstract

Many authors have suggested that male genital tract infections can lead to infertility. However, the selection of the
gold standard method for the diagnosis of infections and inflammation has been very controversial. The aim of this
study was to evaluate the concentration of interferon gamma (INF-y), interleukin 6 (IL-6), IL-8, IL-10 and nitric
oxide (NO) in seminal plasma of infertile men and their relationship with the presence leukocytospermic and seminal
parameters. Semen samples from 72 infertile men and 20 fertile men were tested by the automatic system CASA and
seminal plasma were evaluated for INF-y IL-6, IL-8, IL-10 (ELISA) and NO (Griess reaction). The levels of INF-y,
IL-6 and NO were statistical higher in the leukocytospermic group as compared with the non leukocytospermic
infertile male and with the control group. In the leukocytospermic group, the levels of IL-6, INF-y and NO had
a negative correlation with sperm velocity and mobility. However, in the control group, with low concentration
of IL-6 and NO, there was a positive correlation of these immune parameters with sperm velocity and mobility.
These results could suggest that cytokines at physiological concentrations could mediate the sperm functions, but
an increase of these could act in a deleterious form on male fertility. The variations of the concentrations of IL-10
need to be analyzed within the context of the complete immune response during physiological and infections events.
These findings indicate that different additional parameters of infection, other than leukocytospermic IL-6 and nitric
oxide could be good candidates as markers of the quality of semen in infertile men with idiopathic infertility.
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INTRODUCCION

El hombre contribuye con aproximadamente el 30-
50 % de las causas de infertilidad de la pareja. Aunque
en la actualidad se conocen muchos de los problemas
que llevan a la infertilidad masculina atn existe un alto
porcentaje (33 %) de casos del tipo idiopatico. Las in-
fecciones e inflamaciones del tracto genital masculino
estan dentro del grupo de enfermedades en las cuales
no se ha podido identificar claramente su efecto sobre
la fertilidad. Las mismas pueden ir acompafiadas por
incremento de leucocitos en semen y por la liberacion
de sustancias reactivas al oxigeno (ROS) (Depuydt et
al., 1996), citocinas proinflamatorias (Matalliotakis
et al., 2002) y 6xido nitrico, moléculas que podrian
causar deterioro de las funciones del espermatozoide,
tales como disminucion de su movilidad, aumento de
la peroxidacion lipidica de la membrana espermatica
(Camejo et al., 2001; Segnini et al.. 2003) y dafio al
DNA espermatico (Henkel et al., 2003; Lopes et al.,
1998). Es posible que algunos de los casos incluidos
actualmente dentro del grupo de infertilidad idi6patica
podria ser explicado si se profundiza en el conocimien-
to de la respuesta inmunitaria durante las infecciones
del tracto genital masculino. Dentro de las citocinas
proinflamatorias, las mas estudiadas han sido la IL-6 y
la IL-8, las cuales han sido propuestas como posibles
marcadores clinicos de inflamacion en semen (Friebe
et al., 2003; Krause et al., 2003). Sin embargo, no
se ha podido establecer claramente el efecto de su in-
cremento sobre las funciones espermaticas. Entre las
moléculas antiinflamatorias esta la IL-10, la cual esta
presente en el plasma seminal y podria estar jugando
un papel antiinflamatorio (Camejo, 2003).

El objetivo de este estudio fue determinar la con-
centracion de IFN-y, IL-6, IL-8, IL-10 y 6xido nitrico
en el plasma seminal de hombres fértiles e infértiles
y observar su posible relacion con la leucocitosper-
mia y los parametros seminales, para poder evaluar su
potencial como posibles marcadores de inflamacion o
infeccién en el semen humano.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de las muestras

Se tomaron muestras de semen por masturbacion, lue-
go de dos o tres dias de abstinencia sexual, de veinte
hombres de fertilidad comprobada y de setenta y tres
hombres que acudieron a la consulta de fertilidad de
la Clinica Leopoldo Aguerrevere, en Caracas. Todas
las muestras fueron evaluadas siguiendo los criterios

de la Organizaciéon Mundial de la Salud y utilizando
el sistema automatizado de analisis seminal (CASA).

Determinacion de citocinas y oxido nitrico en
plasma seminal

Para determinar la presencia de leucocitos se realizd
el test de peroxidasa, por tincion con ortotoluidina, a
aquellas muestras con mas de un millon de células
redondas por ml de semen. Luego las muestras fue-
ron centrifugadas y el plasma seminal fue congelado
a —20° C para la posterior determinacion de las citoci-
nas. La IL-6 y IL-8 fueron determinadas utilizando un
kit comercial de ELISA (Diaclone), mientras que las
concentraciones de IL-10 y el IFN-y fueron evaluadas
por un kit de ELISA estandarizado en nuestro labora-
torio. El 6xido nitrico fue evaluado por la deteccion de
nitratos solubles como marcador de la enzima oxido
nitrico sintetasa y la produccion de radicales de 6xido
nitrico segun la reaccion de Griess (Moshage et al.,
1995).

El analisis estadistico fue llevado a cabo por ¢ de
Student. Los coeficientes de correlacion fueron calcu-
lados por el método de Pearson. Valores de P < 0,05
fueron considerados estadisticamente significativos

Clasificacion de los pacientes en grupos de estudio

Luego de la determinacion de leucocitos en el semen,
los hombres fueron clasificados en: grupo 1, pacien-
tes infértiles con leucocitospermia (n = 31); grupo
2, pacientes infértiles sin leucocitospermia (n = 42);
grupo 3, hombres fértiles con parametros seminales
normales y sin leucocitospermia (n = 20).

RESULTADOS

No se observo diferencias estadisticamente significati-
vas en las concentraciones de IL-8 entre los diferentes
grupos. La concentracion de IL-6 en el plasma seminal
del grupo con leucocitospermia fue significativamente
mayor que el grupo fértil de control (P < 0,01) (véase
la tabla 1). Los niveles de IL-6 e IL-8 observados en el
grupo 2 correlacionan de forma negativa con la velo-
cidad espermatica (P < 0,001) (véase la tabla 2). Por
otra parte, se observd una correlacion positiva entre las
concentraciones de IL-6 e IL-8. En cuanto a la IL-10,
las mayores concentraciones fueron observadas en el
grupo 1 seguido por el grupo 2 y por ultimo el 3. Sin
embargo, no se observo diferencias estadisticamente
significativas entre grupos.

Con relacion al IFN-y, pudimos observar que en el
grupo 1 con leucocitospermia (con altos niveles de
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Tabla 1

Concentracion de IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y y 6xido nitrico en plasma seminal de hombres fértiles e infértiles.

IL-6 (pg/ml) IL-8 (pg/ml)

IL-10 (pg/ml) IFN-y UI/ml o6xido nitrico (nM)

Grupo 1 (n = 31) 38,4* (2,3-131,4)
Grupo 2 (n = 41) 21,8 (0,9-123,8)
Grupo 3 (n = 20) 6,9 (0,5-16,7)

1292,7 (588,6-2 221,5)
11444 (2,3-131,4)
1035,7 (2,3-131.,4)

18,3 (0-148.8)
15,1 (0-129,4)
12,5 (0-78,9)

48521% (0-2 295,7)
301,05* (0-1 142,3)
57,54 (0-490)

14,11 (1,57-271,92)
10,43* (2,9-77,28)
3,31 (2,4-4.5)

* P < 0,01 al comparar con el grupo 3

Tabla 2 Correlacion entre velocidad o movilidad espermatica y concentracion de citocinas en el plasma seminal de los

diferentes grupos.

IL-6 (pg/ml)

IL-8 (pg/ml)

IFN-y Ul/ml IL-10 (pg/ml)

Grupo 1 (rn =35) 0,42 (P <0,001)
Grupo 2 (rn=42) -0,84(P <0,001)
Grupo3(n=20) ns ns

~0,95 (P < 0,001)
~0,84 (P < 0,001) ns ns

~043 (P <0,001)  ns

0,54 (P < 0,001) ns

Tabla 3 Correlacion entre los niveles de oxido nitrico en el plasma seminal y los diferentes parametros seminales.

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Concentracion MM/ml 0,009 ns —0,03 ns 0,24 P < 0,05
Velocidad m/s —-0,125 ns 0,05 ns 0,44 P < 0,05
Movilidad total -0,45 P < 0,01 —-0,07 ns 0,03 ns
Espermatozoides progresivos -0,423 P < 0,01 0,10 ns 0,020 ns
Espermatozoides no progresivos 0,04 ns —0,01 ns 0,054 ns

% Formas normales -0,73 P < 0,001 0,056 ns 0,40 P < 0,05
% Formas anormales 0,73 ns —0,056 ns —-0,40 P < 0,05

IFN-v) se not6 una correlacion lineal negativa entre
movilidad espermatica y niveles de IFN-y (P < 0,01),
mientras que en el grupo 3 o control (bajos niveles de
IFN-v) se observo una correlacion positiva entre con-
centracion de esta citocina y movilidad espermatica
(véase la tabla 2).

El grupo con leucocitospermia present6 una corre-
lacion lineal negativa entre niveles de nitritos y movili-
dad total, movilidad progresiva y formas normales. En
cambio, en el grupo control, que presentd los menores
niveles de nitritos, se encontrd una correlacion positi-
va con concentracion espermatica, movilidad total y
formas normales (véase la tabla 3).

DISCUSION

Aunque muchos autores han sugerido que las infec-
ciones e inflamaciones del tracto genital masculino
pueden conducir a la infertilidad (Diemer ef al., 2003),
aun el tema sigue en debate. Entre los problemas que
dificultan llegar a esta conclusion estan las dificulta-
des en realizar un buen diagnoéstico de infeccidn en el
semen, ya que los cultivos de semen pueden dar falsos
negativos, debido a las caracteristicas inmunosupreso-
ras del mismo. Por otra parte, estan las caracteristicas

asintomaticas de muchas infecciones y la dificultad
de diagnosticar algunas infecciones frecuentes, como
por ejemplo la de C. trachomatis. Por esa razén es de
utilidad evaluar la respuesta inmunitaria durante las
infecciones para de esta forma tratar de encontrar mar-
cadores efectivos de inflamacion o infeccion del tracto
reproductor masculino. El presente estudio muestra
que los niveles de IL-6 son mayores en el grupo con
leucocitospermia, similar a lo observado por otros au-
tores (Friebe et al., 2003), indicando que la IL-6 es
producida principalmente por los leucocitos. Por otra
parte, las concentraciones de IL-8 fueron similares en-
tre los diferentes grupos, lo que concuerda con algunos
trabajos publicados pero difiere con otros. Sin embar-
g0, se observo una correlacion positiva entre la [L-6 y
la IL-8, lo que puede indicar que ambas citocinas se
activan conjuntamente durante el proceso inflamatorio.
Adicionalmente, en el grupo con leucocitospermia se
observo una correlacion negativa entre 1L.-6, 6xido ni-
trico e IL-8 con la velocidad espermatica y movilidad,
similar a lo encontrado por otros grupos (Yoshida et
al., 2004), lo que podria producir un efecto perjudi-
cial a la capacidad fértil del espermatozoide. Pero por
otra parte, bajos niveles de IL-6, IFN-y y 6xido nitrico
(Roselli et al., 1998) pueden favorecer la velocidad
y movilidad espermatica, lo que demuestra el papel
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dual que pueden presentar estas moléculas dependien-
do de si se encuentran en concentraciones fisiologicas
o patoldgicas, lo que ya ha sido descrito por algunos
autores (Calabrese, 2001).

Trabajos previos de nuestro laboratorio (Camejo,
2003) indican que las concentraciones de IL-10 son
superiores en los hombres fértiles respecto a los pa-
cientes con infertilidad idiopatica, sin signos de infec-
cion, lo que se asemeja a los resultados encontrados
en este estudio entre los grupos 2 y 3. Sin embargo,
los valores mas elevados de IL-10 estan presentes en
el grupo con leucocitospermia, lo cual podria expli-
carse como una reaccion del sistema inmunitario para
contrarrestar las altas concentraciones de las citocinas
proinflamatorias y, de esta forma, proteger al esperma-
tozoide y a la mucosa genital.

En conclusién, incrementos en los niveles de IL-6,
IL-8 y 6xido nitrico disminuyen la velocidad y movi-
lidad espermatica, lo que podria afectar la capacidad
fértil masculina. Variaciones de la concentracion de
IL-10 en los diferentes grupos necesitan ser analiza-
das en el contexto global de la respuesta inmunitaria.
Estos hallazgos indican que otros indicadores de in-
feccion, ademas de la leucocitospermia, pueden ser
importantes al momento de evaluar la calidad seminal
del paciente con infertilidad idiopatica. Este trabajo
indica que la IL-6 y el 6xido nitrico son buenos candi-
datos para ser considerados marcadores de infeccion
o inflamacion.
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