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3. RESUMEN

El virus de inmunodeficiencia humana (VIH) ademas de comprometer la calidad de
vida de los pacientes que se encuentran infectados, puede generar conflicto en
aquellas parejas en las que el vardn es seropositivo a VIH y desean tener en casa
un recién nacido vivo ya que sus opciones reproductivas se ven limitadas con el fin
de prevenir la seroconversion de la pareja y el bebé. Las técnicas de reproduccion
asistida pueden tener un impacto significante en la prevencién de la transmision
viral de parejas serodiscordantes ya que el virus esta presente en el plasma seminal
de forma libre o asociado a células no espermaticas viéndose afectada la calidad
seminal y probablemente el material genético del espermatozoide a través de la
fragmentacion del ADN. En este aspecto es de vital importancia que la molécula de
ADN del espermatozoide se encuentre integra durante el proceso de fecundacion
por lo que, al haber elevados niveles de fragmentacién del ADN espermatico,
conlleva a alteraciones en la fertilizacion y en el desarrollo embrionario. La técnica
de lavado de espermatozoides permite la recuperaciéon de muestras libres del virus
y con una mejor calidad. Por lo anterior en este estudio se evalud la calidad seminal
de 61 muestras de pacientes seropositivos a VIH en fresco y después del lavado
seminal a través de un seminograma, también se determind el indice de
fragmentacion del ADN espermatico por medio de la técnica de dispersidon de la
cromatina espermatica y se analizo la correlaciéon entre los parametros seminales y
el indice de fragmentacion del ADN. Los resultados obtenidos mostraron
disminucion en la calidad seminal de los pacientes con VIH, principalmente en la
concentracion, motilidad espermatica y la morfologia de los espermatozoides. Los
pacientes, ademas, presentan elevados indices de fragmentacion del ADN
espermatico, sin embargo, no se encontré correlacion entre los parametros
seminales afectados y el indice de fragmentacion del ADN. Lo anterior, sugiere que
en los pacientes con VIH se les realice prueba de fragmentacion del ADN de forma
rutinaria. En relacion a los resultados de lavado seminal en la mayoria de los casos
permite la recuperacién de muestras con mejor calidad y menor dafio en el ADN

comparandolo con la muestra en fresco.




4. INTRODUCCION

Actualmente existe un aproximado de 38.4 millones de personas en el mundo que
viven con el virus de inmunodeficiencia humana VIH (WHO, 2022), entre las cuales
se encuentran parejas heterosexuales cuyo deseo es tener descendencia y en las
que el hombre es seropositivo a VIH, sin embargo, requieren mantener relaciones
sexuales con el uso obligatorio del conddn para prevenir la seroconversion a VIH de

la pareja, por lo que de esta forma resulta imposible concebir el embarazo.

Para estas parejas que buscan conseguir un embarazo, conforme a lo mencionado
por Nicopoullos y colaboradores en 2010, sus opciones reproductivas son limitadas
a una inseminacion de donantes, adopcidén o técnicas de reproduccién asistida a
saber, inseminacion artificial o fecundaciébn in vitro por la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) posterior a un lavado seminal de la
muestra infectada para reducir el riesgo de una transmisién viral a la pareja a la hora
de la transferencia embrionaria. Esto es importante debido a que ademas del riesgo
de transmisién, los espermatozoides infectados pueden portar aneuploidias y
fragmentacion del ADN (Garolla et al., 2013).

La fragmentacion del ADN en los espermatozoides es un problema muy comun en
pacientes con alguna patologia y una de las principales causas de infertilidad
masculina en la actualidad, ya que se ha reportado que la fecundacién de estos
espermatozoides genera un mal desarrollo embrionario, una falla en la implantacion
del embriéon al momento de la transferencia, abortos espontaneos, al igual que

defectos congénitos en la descendencia (Riva et al., 2016).

Varios estudios han sefalado una correlacion entre espermatozoides con un alto
indice de fragmentacion del ADN y la calidad seminal que tiene la muestra, ya que
pacientes con problemas de fertiidad que presentan espermatozoides con
morfologia anormal y bajos niveles de motilidad muestran mayor dafo en el ADN
en comparacion con espermatozoides considerados como normales segun los
criterios de la OMS (Sadeghi et al., 2016; Yao et al., 2020).




Lo ya mencionado lleva a abordar el tema del presente estudio a consecuencia de
que Ahmad y colaboradores en 2011 destacan que en muestras de pacientes
seropositivos a VIH se encontraron anomalias en los parametros seminales como
el volumen, pH y de forma mas comun en la concentracion, motilidad espermatica
y la morfologia, estas dos ultimas se relacionan con la presencia de dafo en el
material genético del espermatozoide, lo que nos puede indicar que los

espermatozoides de estos pacientes tienen altos indices de fragmentacién del ADN.




5. MARCO TEORICO

5.1 Espermatogénesis

La espermatogénesis, de acuerdo con Kretser y colaboradores (2016), es un
proceso complejo y dinamico que se lleva a cabo dentro de los tubulos seminiferos
ubicados en los testiculos, cuyo fin es dar lugar a la formacién de espermatozoides
maduros a partir de células germinales, este proceso comienza en la pubertad en
los seres humanos, tiene una duracién aproximada de 72 dias y depende de la
proliferacion y maduracion de células germinales derivadas de células madre

autorrenovables.

Es un proceso constante que esta regulado por hormonas y factores de crecimiento

del hipotalamo e hipdfisis o dentro de los propios testiculos (Kuchakulla et al., 2020).

Un hombre adulto tiene una produccién aproximada de 1000 nuevos
espermatozoides por segundo y, en un hombre promedio, los testiculos producen
un aproximado de 200 a 300 millones de espermatozoides diarios, de los cuales
unicamente 100 millones se convierten en gametos maduros viables (Griswold,
2016; Kretser et al., 2016).

Los testiculos son las gonadas masculinas responsables de la produccidon
espermatica (gametogénesis) y la produccion de andrégenos (esteroidogénesis).
Tienen una ubicacion externa que brinda un entorno de 2 a 4 °C debajo de la
temperatura corporal normal, lo cual beneficia la adecuada produccién de
espermatozoides. El par de testiculos en los hombres adultos presentan una
consistencia firme con la longitud de entre 4 y 5 cm y el peso que varia entre los 10
y 15 g cada uno (lvell, 2007).

En la Figura 1 se observa que los testiculos se encuentran cubiertos por tres capas,
la capa mas externa es la tunica vaginal, posterior a ella se encuentra una capa
fibrosa gruesa de apariencia opaca debido a la abundancia de fibras de colageno

denominada tunica albuginea, la cual penetra al interior del testiculo dividiéndolo en




lobulillos y formando el mediastino, y la tunica vasculosa formada por la arteria
testicular que desciende por debajo de la tunica albuginea (Kretser et al., 2016;
Kalthur y Kalthur, 2017).

Tunica vaginal Cabe,ze} del
epididimo
Saco vaginal = <€ . ‘
5 Arteria testicular
Rete testis
Cuerpo del
epididimo

Tanica albuginea ~<————
I . Vasos deferentes
Tubulos
seminiferos

5 Cola del
epididimo

Figura 1. Corte transversal del testiculo y epididimo. Se pueden observar las tres capas
que recubren al testiculo, las partes que lo componen y la forma en que esta conformado
el epididimo (modificado de Kalthur y Kalthur, 2017).

Cada testiculo se encuentra dividido en un aproximado de 250 lobulillos conteniendo
de 400 a 600 tubulos seminiferos de entre 70 y 80 cm de longitud, y que ocupan
casi el 60 % del volumen testicular. Los tubulos seminiferos estan rodeados por una
lamina basal con epitelio estratificado conformado por células madre
espermatogénicas o células germinales y células de soporte denominadas células
de Sertoli, Figura 2 (Kalthur y Kalthur, 2017).

Ademas de brindar soporte a las células que se encuentran en los tubulos
seminiferos, las células de Sertoli cumplen con diversas funciones que a su vez son

esenciales para un adecuado desarrollo del proceso de la espermatogénesis.

Entre ellas las mas destacadas son, el proporcionar nutricion a las células
germinales, mantenimiento de la integridad del epitelio seminifero, producciéon de

sustancias endocrinas y paracrinas para la regulacion de la espermatogénesis como



Kasandra Arroyo 


el caso de la inhibina, secrecion de la proteina de unidén a andrégenos e interaccion

con las células endocrinas de Leydig (Holstein et al., 2003; Bharath, 2017).

Adicionalmente, un papel esencial de las células de Sertoli es dar proteccion a las
células germinales por medio de la barrera hematotesticular misma que se forma
por la unidén de las proyecciones citoplasmaticas de dichas células. La barrera se
estabiliza por medio de filamentos de actina y proteinas de unién a actina
(Mawhinney y Mariotti, 2013).

Este mecanismo de defensa divide al testiculo en compartimentos basal y adluminal
proporcionando una obstruccion fisica entre las células germinales ubicadas en el
compartimento adluminal de los sistemas circulatorio y linfatico, formando de este
modo entornos unicos que promueven una espermatogeénesis exitosa (Kuchakulla
et al., 2020).

Tubulo
seminifero
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germinativas

Capilar
sanguineo
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Limen
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Figura 2. Seccion transversal de un tubulo seminifero. Se aprecia las
células y estructuras que conforman al tubulo seminifero desde el
compartimento basal al adluminal, asi como el tejido peritubular ( modificado de
https://www.pinterest.com/pin/240520436329769877/).




Los extremos de los tubulos seminiferos se abren en los espacios de la rete testis
donde se recoge el liquido secretado por los tubulos y es enviado al sistema ductal
excurrente del epididimo (Smith y Walker, 2014). En el transporte de los
espermatozoides maduros pero inmdviles hacia la rete testis, participan las células
ubicadas en el tejido peritubular que consiste en cinco capas de células mioides o
miofibroblastos que provocan contracciones peristalticas del tubulo seminifero
(Holstein et al., 2003).

De acuerdo con diversos autores, la espermatogénesis se encuentra dividida en
cuatro fases o etapas: a) Espermatogénica en la que la espermatogonia se
encuentra en constante multiplicacion por mitosis; b) Espermacitogénesis, etapa en
la que ocurre la division meidtica; c) Espermiogénesis, transformacion de la
espermatide redonda en espermatozoide y; d) Espermiacién la cual consiste en el
desprendimiento del espermatozoide maduro de las células de Sertoli hacia la rete

testis.

5.1.1 Etapa Espermatogénica

Durante esta etapa se pueden distinguir tres tipos de espermatogonias, clasificadas
asi por su morfologia y la tincion de sus nucleos, ubicadas en la parte basal del
epitelio germinal. En primera instancia, tenemos a las espermatogonias de tipo A
que se dividen en tipo A palido (Ap), con cromatina intensamente coloreada y
dispersa, y tipo A oscuro (Ad) con cromatina de color débil, asi como poco dispersa
(Figura 3), ambas pertenecen al conjunto de células madre de la espermatogénesis
(Paoli et al., 2020).

El tercer tipo de espermatogonias es el tipo B que segun mencionan Holstein y
colaboradores en 2003, representan el inicio del desarrollo de las células germinales
hasta las espermatides mediante division meibtica. Las espermatogonias se
encuentran continuamente bajo division mitética, sin embargo, la division suele ser
incompleta lo que conlleva a que las células se mantengan interconectadas entre si

a través de puentes citoplasmaticos, como se puede apreciar en la Figura 3. La




conexion se mantiene a lo largo de las demas etapas del ciclo hasta que las

espermatidas maduras se liberan en la luz del tubulo.

Figura 3. Epitelio de los tubulos seminiferos. Se observan los tres tipos de
espermatogonias en la parte basal del epitelio y la diferencia en la coloracién de la
cromatina, a su vez se representa la interconexion entre las espermatogonias previo a la
mitosis. Estan representadas las células de Sertoli y la forma en que separa las fases del
ciclo, asi como las etapas de las células germinales (Kretser et al., 2016). Ad
(espermatogonia tipo A oscuro), Ap (espermatogonia tipo A palido), B (espermatogonia tipo
B), P (espermatocitos primarios), RS (espermatidas redondas tempranas), ES
(espermatidas elongadas) (tomado de Kretser et al., 2016).

La primera division mitética se da en las espermatogonias tipo Ad obteniendo
células tipo Ap y tipo Ad indiferenciadas, que van a fungir como reserva de células
madre para posteriores ciclos de multiplicacién. Las espermatogonias Ap son las
gue van a pasar por otra mitosis y de esta forma se generan las espermatogonias
tipo B, que, de igual forma, se dividen por mitosis y progresan para convertirse en

espermatocitos primarios diploides (Holstein et al., 2003; Kretser et al., 2016).

Previo a dar comienzo a la siguiente etapa del ciclo, los espermatocitos primarios

ingresan a la fase S con el fin de duplicar su ADN mientras que atraviesan la barrera




hematotesticular hacia el compartimento adluminal donde comenzara la meiosis |.
Como consecuencia de esta duplicacién, cada cromosoma contiene dos cromatidas
por lo que el contenido de ADN de los espermatocitos primarios es (4C), en adicion,
Holstein y colaboradores (2003) destacan que los espermatocitos primarios son las

células mas grandes del epitelio germinal.

5.1.2 Espermacitogénesis

Durante esta etapa, los espermatocitos primarios pasan por dos divisiones
meidticas, la primera es bastante larga, particularmente la profase en la que se lleva
a cabo el aumento progresivo del tamafo de los nucleos de los espermatocitos

primarios 4C y la recombinacién genética de los cromosomas homélogos.

La profase | de la meiosis | se caracteriza por tener cinco etapas. En el leptoteno,
se observan los cromosomas como filamentos delgados enredados; en cigoteno,
los cromosomas continuan condensandose y ademas se produce el
emparejamiento de cromosomas homologos, o complejo sinaptonémico cuya
funcién es mantener unidos y alineados a los cromosomas. En el paquiteno, los
cromosomas emparejados se acortan, se engrosan, y se da el entrecruzamiento de
ADN lo que permite la variabilidad genética, este entrecruzamiento se hace evidente
a través de los quiasmas; ademas aumenta de tamafio la célula. La penultima fase
es el diploteno, marcado por la desaparicion del complejo sinaptonémico y la
separacién parcial de los cromosomas debido a que permanecen unidos a los
quiasmas, en tanto que en la ultima de estas etapas la diacinesis sigue la
condensacién de los cromosomas (Kretser et al., 2016; Pierce, 2016; Paoli et al.,
2020).

Casi al final de la profase |, la membrana nuclear se desintegra y se forma el huso,
evento que prepara a la célula para la metafase I. En la metafase | los pares de
cromosomas homologos ya condensados se alinean en el huso o placa ecuatorial
dando paso a la anafase |, en la que los pares de cromosomas se separan y migran

a los polos opuestos de la célula. La siguiente etapa es la telofase I, los




cromosomas llegan a los polos y el citoplasma se divide por citocinesis para formar
dos células (Paoli et al., 2020).

Las dos células hijas resultantes de esta primera division, son haploides (n) y se
denominan espermatocitos secundarios, células que pasan por la segunda divisiéon
meiotica. Previo a la segunda division ocurre la intercinesis en la que no se da una
sintesis de ADN, pero vuelve a formarse la membrana nuclear alrededor de los
cromosomas encontrados en los polos, de igual forma se rompe el huso y los

cromosomas se relajan (Pierce, 2016).

La meiosis Il ocurre de manera rapida, aproximadamente menos de 24 horas, y
tras progresar de la profase Il a la telofase Il en donde se involucra la separacion
de las cromatidas hermanas a lo largo del centrdmero, se obtienen cuatro
espermatidas haploides con material genético recombinado de forma unica. Las
espermatidas al principio son células redondas que van a pasar por una serie de
cambios para transformarse en células flageladas y alargadas conocidas como

espermatozoides (Holstein et al., 2003).

5.1.3 Espermiogénesis

La espermiogénesis se caracteriza por ser una etapa compleja en la que la
espermatida haploide redonda se transforma en un espermatozoide con capacidad
de moverse. Esta penultima etapa del ciclo de espermatogénesis no atraviesa por
un proceso de division, mas bien sufre una especie de metamorfosis y
reordenamiento cromosomico que suele durar aproximadamente 24 dias en los
humanos y se divide a su vez en cuatro fases que, de acuerdo con la literatura, son
(Figura 4):

- Fase de Golgi. Se caracteriza por el desarrollo del acrosoma en la cabeza y
del axonema. La cabeza del espermatozoide se forma en un extremo
mediante enzimas empaquetadas en el aparato de Golgi, ademas se
producen vesiculas pequefias que se fusionan para contribuir a una vesicula

acrosdmica denominada granulo acrosémico.




Fase de capuchén. Durante esta, el aparato de Golgi empieza a rodear al
nucleo y se convertira en el capuchon o casquete acrosomal. Paoli y
colaboradores (2020) anaden que esta fase implica la expansion de la
membrana que limita la vesicula acrosomal o el granulo acrosdémico que se
extiende alrededor de dos tercios anteriores del nucleo cubriendo asi la mitad

del polo craneal.

Fase acrosémica. Esta marcada por el alargamiento del nucleo y su
desplazamiento hacia un polo de la célula, mientras se da el alargamiento
del nucleo, este a su vez comienza el proceso de compactacion. De igual
forma se producen variaciones en el acrosoma y el flagelo, ya que el
citoplasma se mueve hacia la zona caudal y envuelve la parte proximal del

flagelo donde se disponen las mitocondrias.

Fase de maduracién. Es la ultima fase de la espermiogénesis de modo que
durante esta el espermatozoide va a tomar su forma caracteristica. Para que
este evento ocurra, tiene lugar la participacion de las células de Sertoli
quienes se van a encargar de eliminar el exceso de citoplasma mediante
fagocitosis, asi mismo el nucleo se compacta y se vuelve homogéneo, el
flagelo sufre sus ultimos cambios. (Kerr, 1992; Kretser et al., 2016;
Kuchakulla et al., 2020; Paoli et al., 2020).




Figura 4. Fases de espermiogénesis. En la figura se pueden observar los
cambios por lo que atraviesa la espermatida madura para transformarse en un
espermatozoide con capacidad de moverse por si mismo. Los pasos a, b y c,
corresponden a la fase de Golgi y de capuchén. C y d representan la fase de
acrosoma. E y f representan la fase de maduraciéon (modificado de Kretser et
al., 2016).

5.1.4 Espermiacion

Finalmente, en la etapa de espermiacién, conforme las células van sufriendo las
divisiones y cambios, son transportadas por el liquido tubular hacia la luz de los
tubulos seminiferos permitiendo su liberacion hacia el epididimo gestionada por las
células de Sertoli a través de sus filamentos intermedios y tubulos citoplasmaticos
(Holstein et al., 2003).

En este sentido, esta claro que las células de Sertoli durante la espermiacion,
también desempefian un papel crucial gracias a sus tubulos citoplasmaticos o
microtubulos, los cuales presentan una abundante expresion de proteinas motoras
(dineina y quinesina) que, junto con los filamentos intermedios, influyen en la

posicion de las células germinales y a su vez, dirigen el movimiento de las




espermatidas en elongacion en direccion hacia el compartimento basal a través de

la quinesina (Krester et al., 2016).

Y una vez que las espermatidas se encuentran en una etapa mas avanzada de
maduracién, especificamente cuando comienza a formarse el flagelo y alargarse el

axonema, la dineina actua y las trasladan hacia la region adluminal.

De esta forma los espermatozoides se pueden transportar libremente al epididimo
mediante la contraccion del musculo liso, las corrientes ciliares y la propulsion del
liquido testicular para completar su maduracion, adquirir motilidad y permanecer

almacenados (Kuchakulla et al., 2020).

5.2 Eje Hipotalamo-Hipéfisis-Testiculo

En lo que respecta al control y regulacion de la espermatogénesis, la accion
endocrina del eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo es un tema para destacar ya que de
este dependen los procesos reguladores hormonales intratesticulares vy

extratesticulares.

El eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo esta regulado principalmente por la hormona
liberadora de las gonadotropinas (GnRH), decapéptido secretado de forma pulsatil
y liberado por exocitosis por el hipotalamo, el cual es una region del cerebro anterior
gue se encuentra dividida en pares de nucleos siendo el nucleo arcuato y el area
preodptica hipotalamica anterior los sitios dénde se encuentran las neuronas que

sintetizan la GnRH.

Al ser liberada la GnRH, es vertida a los vasos sanguineos del sistema porta hacia
la eminencia media y de ahi a la adenohipdfisis, donde estimula a los gonadotropos
para la liberacion de dos gonadotropinas polipeptidicas, la hormona luteinizante
(LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH), las cuales actuan sobre el testiculo
iniciando la espermatogénesis y la produccién de testosterona, Figura 5 (Arce et
al., 2006).




Una vez que es secretada la LH, se une a un aproximado de 20,000 de sus
receptores ubicados en la superficie de las células de Leydig, provocando la
estimulacién de la sintesis de testosterona a partir del colesterol mediante la
activacion del sistema del segundo mensajero del adenosin monofosfato ciclico
(AMPc). La testosterona, es una hormona esteroidea que desempeina un papel
importante en el control hormonal, al ser sintetizada, es liberada a la sangre para

llegar a las células de Sertoli y a todo el organismo (Carlson, 2009).

Con respecto a las células de Sertoli, expresan receptores de membrana de FSH lo
que permite que sean estimuladas por esta hormona y de esta manera estimular la
espermatogénesis a través de factores de transcripcidn involucrados en la
proliferacion de células germinales, y facilita la secrecién de transferrina que de

acuerdo con Bharath en 2017, es vital para mantener la espermatogénesis.

De igual forma, mediante receptores citoplasmaticos reciben estimulacién por parte
de la testosterona de las células de Leydig. Dicha estimulacion da paso a la
conversion de cierta cantidad de testosterona en estrogenos (estradiol) a partir de
la enzima aromatasa, enzima expresada en el tejido adiposo, los testiculos y el
cerebro, parte de los estrogenos formados se transportan de regreso a las células
de Leydig. El estradiol tiene un papel importante en la retroalimentacion negativa al
reducir la pulsatilidad de la LH. Parte de la testosterona que no es sometida a
aromatizacion es transformada por la enzima 5-alfa reductasa en
dihidrotestosterona (DHT), este tipo de testosterona presenta mayor afinidad para

unirse a los receptores de andrégenos (Carlson, 2009; Dwyer y Quinton, 2019).

La estimulacion por FSH de las células de Sertoli genera la produccién de la
proteina ligadora de andrégenos, misma que se une a la testosterona. La
estimulacion de las células de Sertoli por las hormonas ya mencionadas y posterior
al proceso de fagocitosis de los residuos de citoplasma de los espermatozoides en
la espermiogénesis, da paso a la produccion de inhibina (Goldberg et al., 2022). La
inhibina es una glicoproteina de la familia de proteinas TGF-[3, por la subunidad que

las componen se clasifican en inhibina A o B; en los hombres predomina la inhibina




B. Dicha hormona se encarga de controlar la secrecion de FSH mediante

retroalimentacion negativa (Bharath, 2017).
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Figura 5. Eje hipotalamo-hipodfisis-testiculo. La secrecion pulsatil de la
hormona GnRH en el hipotalamo estimula la liberacion de las gonadotropinas
FSH y LH en la adenohipdfisis (modificado de Dwyer y Quinton, 2019).




Por lo tanto, se puede entender que un correcto desarrollo del proceso
espermatogénico depende de factores como la estimulacion endocrina adecuada
de los testiculos por las gonadotropinas (FSH y LH), andrégenos y factores
paracrinos y autocrinos; la interaccion dinamica de las células de Sertoli con las
células germinales en desarrollo, asi mismo, el mantenimiento del entorno unico
dentro del tubulo seminifero facilitado por las células de Sertoli, mediante la

restriccion de la entrada de otras células.

Algun fallo o alteracion en alguno de estos factores resulta en la interrupcién de la
espermatogénesis y, en consecuencia, defectos en los espermatozoides y su
recuento, asi como afectacion en el ADN espermatico (Smith y Walker, 2014).
Tomando en cuenta lo anterior, para que el espermatozoide pueda adquirir una
adecuada motilidad, completar su maduracion y de esta forma atravesar el tracto
reproductor femenino y sea capaz de participar en el proceso de fecundacion, es de
gran relevancia que el ADN del gameto masculino se encuentre en buenas

condiciones.

5.3 ADN espermatico

Al completarse la espermiogénesis, se produce simultaneamente la condensacion
y remodelacion de la cromatina, principalmente durante la fase de maduracion en la
de la misma; la remodelacion de la cromatina es el proceso en el que las histonas
son reemplazadas en 85 % por protaminas, esta transicién compacta el genoma del
espermatozoide seis veces en una estructura de cromatina toroidal necesaria para

el desarrollo normal del espermatozoide (Kuchakulla et al., 2020).

El proceso de protaminacion de la cromatina espermatica ademas de compactar el
nucleo para una adecuada motilidad del espermatozoide, va a proteger al genoma
espermatico de la oxidacion y moléculas dafinas que se encuentran en el sistema
reproductor femenino. Las protaminas son proteinas pequefas que se sintetizan en
etapas avanzadas de la espermatogénesis, son ricas en arginina y cisteina y se

encuentran localizadas en el nucleo del espermatozoide siendo las proteinas mas




abundantes en estas células y, no se encuentran en otro lugar (Carlson, 2009;
Gunes et al., 2015).

Previo al reemplazo de histonas por protaminas, las histonas son sustituidas por
variantes de histonas mediante hiperacetilacién, esto permite que se reduzca su
afinidad de union al ADN y por consiguiente contribuye a la relajacion y estimulacion
de las roturas de las hebras del ADN a traveés de la activacion de la enzima
topoisomerasa. En este punto, la variante de histona H2B (TH2B) es la mas comun
en los espermatozoides maduros y es la principal responsable del desplazamiento
de las histonas (Francis et al., 2014; Zhang et al., 2022).

La topoisomerasa Il es la encargada de generar las roturas en la cadena de ADN
necesarias después del cambio a variantes de histonas para permitir el reemplazo
de las histonas por proteinas de transicion, la topoisomerasa |l actua uniéndose
covalentemente al grupo fosfato del ADN rompiendo de esta forma el enlace
fosfodiéster en las hebras simples y dobles de la cadena. Las proteinas de transicion
TP1 y TP2 reemplazan a las variantes de histonas, en adicién Kuchakulla y
colaboradores (2020) mencionan que la proteina TP1 se encarga de fusionarse con
el ADN y de eliminar las histonas y consideran que la proteina TP2 participa en la

condensacion por protaminas (Francis et al., 2014).

A continuacion, las proteinas de transicion son reemplazadas por las protaminas
fosforiladas PRM1 y PRM2, que van a provocar la formacion de las estructuras
toroidales, mismas que permiten el empaquetamiento y compactacién aumentada
caracteristica del espermatozoide, compactaciéon dada por la formacion de puentes

disulfuro inter e intramoleculares (Hamilton y Assumpc¢éo, 2019).

La extensa remodelacion de la cromatina es de igual forma muy importante durante
el ciclo de la espermatogénesis y, por lo tanto, alguna anomalia durante este
reacomodo puede inducir dafio en el ADN espermatico, infertilidad masculina e

incluso, la muerte del embrién en caso de que se dé la fecundacion.




5.4 Estructura del espermatozoide humano

El espermatozoide es una célula compleja cuya funcion y objetivo es transportar
hasta el ovocito el material genético haploide que se encuentra fuertemente
condensado por las protaminas. Para poder llevar a cabo su funcién de manera
exitosa, el espermatozoide cuenta con una estructura especializada descrita por

Antonie van Leeuwenhoek en 1677 (Kannan, 2017).

Al observar esta célula madura bajo el microscopio, se puede notar que consiste en
una cabeza de forma apical ovalada aplanada, un cuello o pieza media corta y un

flagelo largo y delgado, Figura 6.

La cabeza del espermatozoide se encuentra formada por el nucleo que como se
menciond con anterioridad, es compacto y contiene el ADN condensado con la
dotacidon cromosomica haploide y el acrosoma; este ultimo con forma de casquete
con dos membranas, una interna que esta en contacto con la membrana nuclear y
la membrana acrosdmica externa posicionada debajo de la membrana plasmatica.
Con respecto a su tamafo, la cabeza del espermatozoide mide de 4 a 5 ym de
diametro (Paoli et al., 2020).

El acrosoma, ademas, contiene enzimas liticas de las que destacan la
hialuronidasa, acrosina y proteasas, necesarias para permitir cruzar las capas
externas del ovocito, especificamente la zona pelucida, produciendo la fusién de la
membrana plasmatica del espermatozoide y la membrana externa del acrosoma,

proceso denominado como reaccién acrosémica (Kannan, 2017).

La pieza media o cuello se extiende desde la parte posterior de la membrana nuclear
hasta el sitio donde el segmento intermedio de la cola se une a la cabeza, este
segmento del espermatozoide se caracteriza por contener una vaina mitocondrial,
en la que las mitocondrias se encuentran dispuestas en un patron helicoidal
rodeando al axonema, permitiendo que sea el sitio de produccion de energia y
suministro de ATP necesario para el buen funcionamiento del axonema y por lo

tanto, para una adecuada motilidad del espermatozoide (Kannan, 2017).




El axonema, que constituye el aparato motor del flagelo del espermatozoide, esta
compuesto por un par de microtubulos, siendo la tubulina el componente estructural
de ellos y brazos de dineina, ubicados en el centro y nueve pares situados en la
periferia, este complejo axonemal se extiende a lo largo de toda la cola y se divide
en segmento intermedio, de 5 a 6 ym de largo, un segmento principal con una
longitud aproximada de 45 ym, y el segmento final de 5 ym de longitud (Paoli et al.,
2020).
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Figura 6. Partes que comprenden la estructura compleja del
espermatozoide. En la figura podemos apreciar la estructura completa de un
espermatozoide, dividiéndose principalmente en una cabeza, pieza intermedia
y el flagelo (tomado de Espejo y Salvador, 2019).

Por consiguiente, un espermatozoide que tenga una anomalia o defecto en
cualquier parte de su estructura esta relacionado con el descenso en la fertilidad del
hombre debido a que el espermatozoide no conseguira llegar hasta el ovocito de

forma natural y, en consecuencia, lograr la fecundacion.

5.5 Infertilidad masculina

Se define como infertilidad a la incapacidad de concebir el embarazo transcurridos
12 meses de mantener relaciones sexuales sin el empleo de un método
anticonceptivo (WHO, 2023). Flores (2018) destaca que aproximadamente el 15 %

de las parejas son afectadas por este problema.




Con el transcurso de los anos, las tasas de prevalencia e incidencia de la infertilidad
son elevadas, convirtiéndose en un serio problema de salud en el mundo debido a
que también suele tener repercusiones a nivel psicosocial afectando la calidad de

vida de las personas (Restrepo y Cardona, 2013).

Los factores masculinos son responsables de aproximadamente el 50 % de los
casos de infertilidad. La infertilidad masculina representa una enfermedad compleja
y multifactorial, ademas, Loloi y colaboradores (2022) mencionan que es muy
comun que los hombres que padecen de infertilidad suelen tener una presion

psicologica y sentimientos de baja autoestima.

La causa principal de la infertilidad no es clara en la mayoria de los pacientes debido
a la amplia gama de etiologias y factores de riesgo involucrados, por ejemplo, la
alteracion de la espermatogénesis que puede ser provocada por cancer testicular,
varicocele, trastornos inmunolégicos como la presencia de anticuerpos
antiespermatozoides, factores genéticos, infecciones virales cronicas, factores
toxico-ambientales y dafio al ADN espermatico e (Restrepo y Cardona, 2013; Uribe,
2017).

Garrolla y colaboradores (2013) argumentan que se subestima la relevancia de las
infecciones virales cronicas como un factor etiologico de la infertilidad masculina.
Se ha demostrado que los hombres que padecen este tipo de infecciones muestran
una reduccion en la fertilidad por alteracion en los parametros seminales, entre los
principales virus cronicos que se ha demostrado que tienen efecto desfavorable
sobre la fertilidad masculina se encuentra el virus de la hepatitis B (VHB), virus de
la hepatitis C (VHC), el virus del papiloma humano (VPH) y el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH).

5.6 Preservacion de la fertilidad

En la actualidad existen diversos motivos por los que tanto hombres y mujeres
requieren del almacenamiento de sus gametos con el fin de preservar su fertilidad,

para esto, el banco de semen o de 6vulos permite guardar muestras congeladas y




asegurar la posibilidad de concebir un hijo en caso de pérdida previsible o
imprevisible de la fertilidad (Stornelli et al., 2005). Respecto al vardén, entre las

razones por las que requiera de esta opcidn terapéutica se encuentra:

I. Pacientes en edad reproductiva diagnosticados con cancer y que van a
recibir tratamientos oncolégicos como quimioterapia, radioterapia o cirugia

que puedan ocasionarles esterilidad transitoria o definitiva.

II.  Varones que seran sometidos a vasectomia y en un futuro puedan decidir

tener un hijo.

lll. Pacientes con problemas de eyaculacion por eyaculacion retrograda,

disfuncion eréctil, malformaciones congénitas, entre otras.

IV. Pacientes con enfermedades infecciosas virales que son transmitidas via
sexual, por lo que la congelacién del semen o criopreservacion de
espermatozoides. Este procedimiento es adecuado para evitar el periodo
ventana de enfermedades infecciosas, entre ellas el VIH, en lo que se
comprueba que la muestra puede ser utilizada con seguridad (Stornelli et al.,
2005).

5.7 Criopreservacion de espermatozoides

La criopreservacion de espermatozoides se ha convertido en una herramienta
fundamental en los laboratorios de reproduccion asistida al permitir la optimizacion
de los tratamientos de esterilidad y la preservacion de la fertilidad masculina en
pacientes en los que podria verse reducida o perderla por tratamientos agresivos
siendo la quimioterapia, radioterapia o cirugias invasivas los que provocan
insuficiencia testicular o una disfuncion eyaculatoria (Donnelly et al., 2001; Riva et
al., 2016).

Para lograr la preservacion de la fertilidad, la criopreservacion mantiene la viabilidad

y funcionalidad del gameto a bajas temperaturas por el nitrégeno liquido (-196 °C)




durante un largo periodo de tiempo frenando el envejecimiento y la degeneracion
celular. Durante la realizacion de esta técnica, los agentes crioprotectores juegan
un papel fundamental en la proteccidon del gameto, ya que son soluciones que
deshidratan paulatinamente al espermatozoide evitando asi la formacién de
cristales de hielo intracelulares y extracelulares que generan lesiones en las
estructuras citoplasmaticas, ademas, Stornelli y colaboradores (2005) sefialan que
permiten mantener mayor proporcion de agua a bajas temperaturas y por lo tanto,
se tiene menor concentracion de electrolitos haciendo posible la supervivencia
celular, sin embargo, se ha descubierto que los crioprotectores pueden ser
citotoxicos y provocar incremento de los niveles de ERO en los espermatozoides,

provocando dafos adicionales en el ADN (Liu et al., 2016).

Los crioprotectores se dividen en dos categorias, crioprotectores penetrantes y no
penetrantes, asimismo los crioprotectores contienen tampones que se encargan de
mantener el pH como el TRI y HEPES, quelantes que disminuyen la concentracion
de iones de calcio a través de la membrana plasmatica, tal es el caso del EDTA y el
citrato, y también deben incluir albumina o lectina por ser moléculas que estabilizan
la membrana espermatica sustituyendo a la yema de huevo. Los crioprotectores
penetrantes se caracterizan por su bajo peso molecular con permeabilidad a través
de lamembrana espermatica permitiendo el desplazamiento de agua celular, accion
que protege a la célula de las lesiones que puedan producirse por la congelacién a
velocidad lenta, en esta categoria se encuentra el glicerol, el etilenglicol, propanediol

y el dimetilsulféxido (Fernandez et al., 2009).

Al contrario de los agentes penetrantes, los no penetrantes presentan peso
molecular elevado, no son permeables a la membrana espermatica y estos
favorecen la deshidratacion de la célula por la creacion de gradientes osmaticos,
entre ellos se encuentra la sacarosa, dextrosa, glucosa, fructosa y proteinas
(Stornelli et al., 2005; Avila et al., 2006; Li et al., 2019).

Actualmente se conocen tres métodos de congelacion espermatica que han sido

constantemente modificados con el fin de tener mejores resultados con respecto a




la funcionalidad espermatica, y se ordenan conforme a la velocidad de
congelamiento de la muestra. En primer lugar, se tiene a la congelacién lenta que
es la metodologia mas empleada por permitir la conservacion de grandes
volumenes de semen, sin embargo, debido al descenso de la temperatura en
tiempos prolongados, las células son susceptibles a presentar mayor dafo por la
formacion de cristales de hielo ademas de que el procedimiento se considera largo
y tedioso (Riva et al., 2016).

La criopreservacion rapida consiste en una rapida deshidratacion celular mediante
elevadas concentraciones de crioprotector, en la metodologia generalmente se
emplea el uso de pastillas de hielo seco sobre las que se colocan perlas de la
muestra mezclada con el crioprotector que después seran almacenadas
directamente en bancos de nitrodgeno liquido, con esta técnica se genera menor
cantidad de dafo en el espermatozoide comparado con la técnica convencional o
lenta (Berrios y Sanchez, 2011; Mahdavinez et al., 2022).

El tipo de criopreservacion mas reciente y que sigue bajo investigacion y pruebas
es la vitrificacion. Es ultra rapida e implica la exposicion directa de los
espermatozoides a nitrogeno liquido teniendo de ventaja el evitar la formaciéon de
cristales de hielo intracitoplasmaticos al elevar la viscosidad de los liquidos intra y
extracelulares y pasar de estado liquido a sdlido, ademas que es una metodologia
rapida, mas sencilla y no requiere de instrumental sofisticado para su ejecucion

(Berrios y Sanchez, 2011).

A pesar de las grandes ventajas que brinda la criopreservacion de espermatozoides,
varios autores han senalado que puede generar diversos dafios y alteraciones en
los espermatozoides, entre los principales estan la alteracion proteico-lipidica de la
membrana, disminucion en la fluidez de la membrana, dafio mitocondrial, deterioro
en la integridad del ADN asi como roturas de cadena sencilla y doble de esta
molécula y aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)
provocando estrés oxidante (OS), dichas alteraciones afectan a su vez la

morfologia, la vitalidad y la motilidad del espermatozoide viéndose comprometida




su capacidad para una fecundacion exitosa (Berrios y Sanchez, 2011; Riva et al.,
2016).

Mencionado con anterioridad, la criopreservacion también es utilizada posterior a la
técnica de lavado seminal de una muestra infectocontagiosa, siendo por VHC, VHB
o VIH con el fin de permanecer almacenadas durante la comprobacion serolégica
de la muestra y poder utilizarla con seguridad de que no se encuentre infectada al

momento de una ICSI (Donnelly et al., 2001).

5.8 El virus de la inmunodeficiencia humana

El VIH, es un virus de ARN perteneciente a la familia de virus Retroviridae agrupado
en el género Lentivirus e identificado por primera vez en 1983. Con relacién a su
primera transmision a humanos se cree que ocurrio durante el siglo pasado, entre
1920 y 1940 (Woolhouse y Brierley, 2018). Se origin6 de varios eventos de
transmision zoondética de virus de inmunodeficiencia de primates no humanos en
chimpancés de Africa Central (VIH-1) y monos mangabey negros de Africa
occidental (VIH-2) (Van Heuvel et al., 2022).

Las infecciones por Lentivirus generalmente se caracterizan por un avance cronico
de la enfermedad con un periodo largo de latencia clinica y una constante
replicacion viral, asi como afectacion al sistema nervioso central (Fanales-Belasio
et al., 2010). La transmision del VIH requiere de una exposicion directa a sangre en
presencia de dafios en la piel o durante el contacto sexual a través de las superficies
mucosas siendo esta la principal fuente de contagio, ademas se puede transmitir

por exposicion materno-infantil y el uso compartido de agujas (Shaw et al., 2012).

Fanales-Belasio y colaboradores (2010) destacan que los aislados del VIH
actualmente se agrupan en dos tipos, el VIH-1 agente principal mundial del SIDA y
VIH-2 que se encuentra restringido a algunas regiones de Africa occidental y central.
Ambos pueden ocasionar SIDA, sin embargo, la enfermedad del sistema nervioso
central es mas frecuente en la infeccién por VIH-2, también se ha encontrado que
el VIH-2 parece ser menos virulento en comparacion con el VIH-1, por lo que, el

curso de la infeccidon tarda mas en convertirse en SIDA.




En cuanto a la forma en que el virus se replica, primero hay que tomar en cuenta la
estructura del virion y su genoma. El genoma de ARN (ARNQ) es de un aproximado
de 9 kb con la capacidad de sintetizar las 15 proteinas requeridas para la
replicacion, abarca nueve ORFs (marco de lectura abierto), y esta bordeado por sus
LTRs (repeticiones terminales largas), mismas que contienen informacion del
promotor viral de expresion génica, integracion y transcripcion inversa y que se
encuentra dividido en los elementos U3, R y U5. Seguido de esta seccion del
genoma, estan presentes los genes estructurales gag y pol que codifican proteinas
estructurales centrales [proteinas de matriz (MA), de capside (CA) y nucleocapside
(NC)] y subunidades de enzimas virales [proteasa (PR), transcriptasa inversa (RT)

e integrasa (IN)] respectivamente (Van Heuvel et al., 2022).

Existe un tercer gen estructural, sin embargo, este se ubica después de tres de los
cuatro genes accesorios Vpr, Vif y Vpu que influyen en la produccién de particulas
virales, posterior a estos tres genes mencionados, se encuentra el ultimo gen
estructural env, encargado de codificar dos glicoproteinas, la unidad de superficie
(SU) gp120-SU, y la de transmembrana (TM) gp41-TM, localizadas en la envoltura
Figura 8 (Van Heuvel et al., 2022).

Ubicados por encima del gen env, como se puede apreciar en la Figura 7, se tienen
los genes reguladores tat que funge de activador transcripcional y rev cuya funcién
es la de factor de exportacion nuclear, transportando el ARN viral al citoplasma de
la célula huésped, estos genes son indispensables para la replicacion viral. Continuo
a los genes mencionados se ubica el cuarto gen accesorio nef, que segun menciona
Van Heuvel y colaboradores (2022) eleva la infectividad del VIH y regula la baja de

proteinas encontradas en la célula huésped.
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Figura 7. Genoma del virus del VIH. Representacién esquematica de la
organizacion del genoma del virus (tomada de Van Heuvel et al., 2022).




El virion maduro del VIH presenta una forma esférica con diametro aproximado de
120 nm, una membrana de bicapa lipidica que contiene proteinas de la célula
huésped y complejos de heterodimeros de glicoproteinas compuestos por trimeros
de gp120 de superficie y gp41 de transmembrana unidas entre si, la membrana
envuelve al nucleo formado por la proteina de matriz. Posterior a la matriz se
encuentra la capside viral con forma de cono, como se puede apreciar en la Figura
8. La capside viral almacena dos copias de ARNg monocatenario que se encuentran
estabilizadas por proteinas de la nucleocapside, las enzimas virales integrasa y
transcriptasa inversa. Ademas, en el viridon también se tiene almacenadas la enzima
proteasay la proteina accesoria Vpr, mismas que son necesarias durante el proceso

de maduracion del nuevo virién (Van Heuvel et al., 2022).

SU (superficie, gp120)
TM (transmembrana,
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Figura 8. Estructura del virion maduro del virus del VIH. Representacion
esquematica de las partes, enzimas y proteinas que componen y almacena el
virién maduro del VIH (modificada de Van Heuvel et al., 2022).




5.8.1 Replicacion del virus

Fenales-Belasio y colaboradores (2010), resumen en seis pasos el ciclo replicativo
del VIH. En primer lugar, esta la unién y entrada del virus a la célula, el segundo
paso es su desensamble en el interior de la célula huésped, el tercero es la
transcripcion inversa, después la integracion del provirus resultante de esa
transcripcion. El quinto paso es la sintesis y el ensamblaje de las proteinas virales

y la gemacion.

La infeccion comienza mediante la union de las glicoproteinas gp120-SU y gp41
ubicadas en la membrana del viriébn al receptor primario CD4 que se encuentra
expresado en el 60 % de los linfocitos T, en monocitos/macrofagos, eosindfilos, etc.,
y los co-receptores de quimiocina CCR5 mismos que se expresan en los
macrofagos, células dendriticas y linfocitos T activados. Garolla y colaboradores
(2013), resaltan que CCR5 ha sido detectado en la parte de la superficie peri-
acrosomal del espermatozoide pudiendo estar involucrado en la adhesion del VIH-
1 al mismo; asi como CXCR4 que se encuentra expresado en varias células

incluyendo los linfocitos T.

Esta accion genera cambios conformacionales en los trimeros de la membrana
permitiendo asi la fusion del virion con la membrana de la célula huésped para
liberar la capside viral en el citoplasma. Ya en el citoplasma del huésped, la capside
viaja al poro nuclear a través de los microtubulos con ayuda de la dineina y cinesina-

1 de los mismos Figura 9 (Ferguson et al., 2002; Fanales-Belasio et al., 2010).

Llegando al poro nuclear, la capside viral interactua con proteinas del mismo, para
de esta manera ingresar al nucleo donde se desensambla parcialmente e inicia la
transcripcion inversa del ARNg viral a dsADN proviral. Este proceso de transcripcion
inversa y su posterior integracion son elementos fundamentales y caracteristicos de
la replicacion de los retrovirus para evitar su erradicacion quedando de forma
permanente en la célula huésped infectada, ya que se crea una copia de ADN de
doble cadena del genoma de ARN viral a partir de la transcripcion inversa y la

integracion guarda la copia de ADN en el genoma de la célula infectada. Debido a




las propiedades ya mencionadas, el VIH se convierte en una infeccion latente y de
por vida (Van Heuvel et al., 2022; Christensen et al., 2020).

Respecto al proceso caracteristico del retrovirus denominado transcripcion inversa,
comienza con la transferencia de primera hebra y la sintesis del ADN
monocatenario, en este paso la ADN polimerasa que es dependiente de ARN/ADN
y la ARNasa H, ambas partes de p66-RT, desempefan un papel fundamental. El
ADN monocatenario o ssDNA por sus siglas en inglés, se hibrida en el extremo 3’
del genoma viral dando continuacién a la sintesis de ADN de cadena negativa.
Posterior a este paso, se da la transcripcion de la cadena positiva de ADN
finalizando la sintesis de dsADN (Van Heuvel et al., 2022).

Lo que confiere al virus del VIH su variabilidad genética es el evento de cambio de
plantilla durante la transcripcion inversa al encontrarse propenso a errores,
presentando una alta frecuencia de recombinacion genética y la elevada tasa de
mutacién de la transcriptasa inversa, eventos que resultan en poblaciones de VIH
heterogéneas en secuencia confiriéndoles la capacidad de evadir de forma mas
eficiente la respuesta inmune de las células huésped y desarrollar resistencia a los

tratamientos antirretrovirales (Freed, 2002).

Una vez concluido el proceso de transcripcion inversa, el ADN viral producido es
transportado al nucleo donde la enzima integrasa incorpora el ADN viral resultante
de la transcripcion inversa, en el ADN cromosomico del huésped o provirus. Este
ADN integrado o provirus se va a comportar como un gen celular, este proceso al
igual que la transcripcidn inversa son pasos esenciales durante la replicacion de los
retrovirus (Freed, 2002).

Al integrarse el provirus en el cromosoma de la célula huésped comienza la sintesis
de ARN virales que codifican el complemento de proteinas estructurales,
reguladoras y accesorias requeridas para la replicacion del virus. Estos ARNm
producidos son transportados fuera del nucleo, para llevar a cabo la traduccién y la

produccion de las proteinas virales dando comienzo al proceso de ensamblaje del




virus que tiene lugar en la membrana plasmatica de la célula infectada, evento

principalmente controlado por el gen gag (Freed, 2002).

Después de su llegada a la membrana plasmatica de la célula huésped, dos ARNg

virales, gag, pol, envy vpr se pliegan permitiendo el empaquetamiento del virus para

formar particulas inmaduras de VIH-1 en la membrana celular, mismas que después

brotan y son liberadas de la célula huésped. Al ser liberadas comienzan su proceso

de maduracion durante el cual la proteasa escinde los genes de gag y pol en sus

subunidades MA, CA 'y NC y las enzimas virales PR, RT y IN. Concluido este paso

los viriones pueden comenzar con un nuevo ciclo de replicacion infectando una

nueva célula huésped (Van Heuvel et al., 2022).
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A consecuencia de que la mayoria de las personas infectadas con el VIH son
principalmente jévenes en edades reproductivas, se han disefiado técnicas de
preparacion del esperma para aquellos hombres seropositivos a VIH que tengan
deseo de generar descendencia, una de las técnicas es el lavado de

espermatozoides en conjunto con técnicas de seleccion espermatica.

5.9 Métodos de diagnéstico del virus de VIH

Dependiendo del estadio de la enfermedad, el VIH tiene una sintomatologia variada.
Fenales-Belasio y colaboradores (2010) establecen que a partir de los pocos dias
de haber sido expuesto al virus y hasta unas semanas despueés, la mayoria de las
personas padecen sintomas parecidos a los de una gripe o mononucleosis, en los
que destacan la fiebre, erupcién maculopapular, ulceras orales, linfadenopatia,
dolor en las articulaciones y musculos, faringitis, fatiga, pérdida del apetito y del

peso.

Los sintomas pueden variar entre las personas, incluyendo mas graves y durante
un periodo de tiempo mas largo especialmente en aquellos en los que la infeccion

aguda tiende a progresar de forma mas rapida a SIDA.

Ademas, después de la infeccion por cualquiera de las vias, los anticuerpos o
antigenos tardan de 4 a 8 semanas en ser detectables en sangre, tiempo que varia
dependiendo del individuo, a este periodo entre la infeccion por VIH y el momento
en que los anticuerpos son detectables se conoce como periodo de seroconversion

o de ventana (Fenales-Belasio et al., 2010).

Los métodos de diagnodstico y serologia del VIH mas comunmente utilizados es
ELISA para la deteccidén de antigenos o anticuerpos contra el virus VIH 1y 2 en la
sangre, y Western-Blot de test de confirmacion en caso de positividad; otra prueba
es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que detecta el ARN o el ADN del
virus del VIH y su ventaja es que determina si la infeccion por VIH esta presente

aun cuando la prueba de anticuerpos es incierta (Garcia et al., 2001).




Hay que tomar en cuenta que el recuento tipico de células T CD4+ en una persona
saludable se encuentra entre las 500 a 1200 células/uL, por lo que en una persona
infectada con VIH esta concentracion de linfocitos T CD4+ disminuye drasticamente
dependiendo también del transcurso de la infeccion ya que Van Heuvel y
colaboradores (2022) mencionan que conforme progresa la infeccion hasta
convertirse en SIDA, el recuento celular disminuye a menos de 100 células T CD4+

por L.

Como consecuencia del descenso en el recuento celular de los linfocitos T CD4+
los individuos infectados por VIH son mas propensos a desarrollar mas
enfermedades y neoplasias malignas por infecciones oportunistas como Candida
albicans, por lo que una persona infectada sin tratamiento suele fallecer después de
un periodo de latencia de 10 afios (Van Heuvel et al., 2022). En la actualidad hay
tratamientos que permiten el manejo de la infeccién por VIH aumentando la calidad

de vida de estos pacientes.

5.10 Terapia antirretroviral

Durante los ultimos la terapia antirretroviral de gran actividad (HAART por sus siglas
en inglés), ha incrementado su aplicacidén, porque es considerado el tratamiento
mas eficaz en los pacientes infectados por VIH-1, con un aproximado del 73 % de

personas infectadas los que cuentan con acceso a este (Savasi et al., 2018).

La terapia antirretroviral es capaz de reducir significativamente los niveles de carga
viral en la sangre y en el semen, sin embargo, se ha reportado que algunos hombres
mantienen una cierta concentracion viral en su semen a pesar de mostrar una carga
viral indetectable en el plasma sanguineo debido al tratamiento. En la actualidad
existen mas de 40 antirretrovirales aprobados por la Administracion de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos, FDA (Semprini y Fiore, 2004).

Ahmad y colaboradores (2011) plantean que esta terapia combina inhibidores de la
transcriptasa inversa de nucledsidos (NRTI), impidiendo la sintesis de la cadena de

ADN proviral e inhibidores de la proteasa (Pl) que evitan la formacion de las




proteinas estructurales del VIH, mismas que son necesarias para la maduracion de
las particulas virales. Es de importancia mencionar que el tratamiento de HAART,
al ser un tratamiento de por vida, requiere de una variacion en la combinacién de
los medicamentos para prevenir y evitar la resistencia del virus al medicamento

durante la monoterapia.

No obstante, la reduccidn en los niveles de carga viral y una mejora en la calidad de
vida de los pacientes tratados con HAART, diversos autores han reportado una
asociacion entre los efectos adversos de la terapia antirretroviral y la toxicidad
mitocondrial, disminucion de la generacidon de energia mitocondrial y cambios en el
metabolismo de los espermatozoides, asi como el posible aumento en la

fragmentacion del ADN espermatico (Kehl et al., 2011; Savasi et al., 2018).

Dicho lo anterior, se ha demostrado reduccion en la motilidad progresiva de los
espermatozoides posterior a los tratamientos antirretrovirales, particularmente con
el uso de inhibidores de los nucledsidos de la transcriptasa inversa (Frainais et al.,
2010).

Debido a esto, es importante tener en cuenta al evaluar la calidad seminal, si el
paciente se encuentra bajo terapia antirretroviral, la duracién de la terapia y el

estado inmunoldgico del paciente.

5.11 Técnica de lavado de espermatozoides

El lavado de esperma se desarroll6 aproximadamente hace 32 afios en Milan, Italia
y su aprobacion ética, asi como el inicio del primer ciclo de tratamiento comenzé en
1999 (Nicopoullos et al., 2010). Esta técnica consiste en eliminar el plasma seminal
y las células no espermaticas, sitios donde se pueden encontrar distintas bacterias
y virus, tal es el caso de la hepatitis B, hepatitis C y el VIH, por lo que se reduce el
riesgo de seroconversion de la mujer. Ya que, en los hombres infectados con VIH-
1y que estan bajo el tratamiento de HAART pueden no tener niveles detectables de
ARN viral en el plasma, sin embargo, el virus puede estar presente en células

encontradas en el semen y transmitirse sexualmente (Garolla et al., 2013).




En 2007, Bujan y colaboradores reportan que el lavado seminal utiliza tres pasos,
el primero es una migracion por medio de centrifugaciéon de espermatozoides en
gradientes de densidad que pueden ir de 40 hasta 90 % para separar los
espermatozoides moéviles que se encuentren libres de VIH de las células no
espermaticas; por ejemplo, los leucocitos, que se encuentren infectados. El
segundo paso es el lavado del sedimento migrado o pellet y el tercero es el uso de
“swim-up”, que segun indica su nombre, consiste en el nado de los espermatozoides
hacia arriba. Estos tres pasos dependen de la calidad de la muestra seminal y

forman parte de las técnicas de seleccion en reproduccion asistida.

Las técnicas de reproduccion asistida y su tecnologia en conjunto con el lavado
de semen minimizan el dafio potencial de seroconversién a la mujer sana y a su
vez, garantiza una buena tasa de fertilidad (Semprini y Fiore, 2004 ). Estas técnicas
involucran una preparacion espermatica con la que se busca recuperar la poblacion
de espermatozoides de mejor calidad con una morfologia adecuada y motilidad
funcional, preservando el ADN y no induciendo disfunciones mediante la produccion
de ERO.

El procesamiento de centrifugacidén en gradientes de densidad y el swim-up son las
técnicas mas utilizadas en la actualidad para la preparacion de semen, mediante
ellas se eliminan a los espermatozoides de mala calidad e inméviles, también
células como bacterias, leucocitos, eritrocitos, sustancias toxicas y ERO. Es de
importancia resaltar que estas técnicas no pueden ser consideradas 100 % efectivas
en la remocién de agentes infecciosos como el virus de la hepatitis B o el VIH (Le
et al., 2022).

La técnica de seleccion espermatica a utilizar va a depender de la calidad de la
muestra seminal en fresco observada mediante un seminograma. Ademas de los
gradientes de densidad y el “swim-up”, otra opcidén a realizar en caso de que la
muestra sea de muy buena calidad y que tenga alto rendimiento de

espermatozoides es el lavado simple, que consiste unicamente en la adicion de




medio HTF o “wash”, sin embargo, con esta técnica no se elimina los detritus y los
leucocitos (Le et al., 2022).

Si la muestra se considera normozoospérmica mediante el analisis seminal, se
emplea un “swim-up” directo en el que los espermatozoides se seleccionan por su
capacidad de atravesar mediante el nado, el plasma seminal y llegar al medio
colocado sobre la muestra en fresco y en una posicion aproximada de 45°. Le y
colaboradores (2022) destacan que uno de los inconvenientes que tiene esta
técnica es que los espermatozoides y células redondas (leucocitos y células
espermaticas inmaduras) permanecen en contacto con los espermatozoides de
mejor calidad provocando incremento en las ERO, pese a ello, el “swim-up” permite
obtener espermatozoides con buena motilidad y bajos niveles de fragmentacion del
ADN.

El ultimo método para el lavado de espermatozoides de muestras con VHB, VHC y
el VIH es la técnica de gradientes de densidad, que de forma similar al “swim-up”,
es un método eficaz con la finalidad de obtener espermatozoides de alta calidad con
respecto a motilidad para las técnicas de reproduccion asistida. Consiste en la
centrifugacion de la muestra seminal sobre gradientes de densidad de silica coloidal
cuyo volumen y cantidad de gradientes va a variar dependiendo de la calidad de la
muestra (Le et al., 2022).

Posterior al procesamiento de los espermatozoides, y su obtencidn después de la
migracion de estos en un gradiente de densidad o mediante “swim up”, deben
congelarse o criopreservarse a fin de comprobar la ausencia de ARN viral del VIH-
1 mediante la PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR) con el fin de prevenir la

infeccion de la pareja y del feto (Frainais et al., 2010).

5.12 Requisitos para realizar el lavado de espermatozoides

Los pacientes seropositivos a VIH que acuden a centros de reproduccion asistida

para un lavado de espermatozoides primero deben cumplir con ciertos




requerimientos que son definidos por cada clinica y el médico que realizara el

procedimiento.

Principalmente se solicita que presenten un buen prondstico vital y control de la
enfermedad, que se encuentren bajo terapia antirretroviral altamente activa, estos
dos primeros requerimientos deben provenir del médico que se ha estado
encargando del control de la infeccion desde los inicios de la misma y, que a su vez,
se siga cumpliendo con el tratamiento y los controles, también deben contar con
serologias vigentes con un tiempo no mayor a 6 meses de hepatitis B, hepatitis C,
RPR (VDRL) cuya funcion es detectar sifilis y, de VIH del paciente y su pareja.
Ademas de un reporte del estatus de salud del paciente por parte del infectélogo y
un reporte de la carga viral, cultivos recientes de la muestra, asi como el analisis
reciente de semen realizado en algun laboratorio de reproduccién humana

(Nicopoullos et al., 2011).

Por parte de la clinica donde se va a realizar el lavado de la muestra de semen del
paciente seropositivo a VIH, el médico y el bidlogo debe informar detalladamente
sobre en qué consiste el procedimiento y eficiencia de este debido hay 10 % de
probabilidad de que el resultado sea positivo posterior al lavado. De igual forma se
debe solicitar la firma del paciente para el consentimiento informado previamente

firmado por el médico tratante y el bidlogo (Nicopoullos et al., 2011).

De resultar la muestra positiva a VIH mediante |la prueba PCR posterior al lavado
seminal, se repite el lavado con una nueva muestra de semen y si el resultado es
negativo la muestra puede utilizarse para el procedimiento de reproduccion asistida.
Igualmente se informa al paciente que, al tener resultado positivo en la prueba de
embarazo, se hara seguimiento de este hasta el momento que se tenga un recién
nacido vivo mediante pruebas de VIH a los 3, 6 y 9 meses antes del partoy 3, 6, 9

y 12 meses después del nacimiento del bebé (WHO, 2020).




5.13 Bioseguridad y manejo de residuos

Para un adecuado manejo de muestras infectocontagiosas, en este caso muestras
seminales seropositivas a VIH, se debe tomar en cuenta medidas preventivas y
protocolos para evitar casos de infecciones en el laboratorio, por el riesgo que

representa el manejo de estas muestras biologicas (Richmond y McKinney, 2002).

En el diario oficial de la federacidon se encuentra publicada la norma para la
regulacion del manejo de los Residuos Peligrosos Biologico-Infecciosos (RPBI), la
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, cuyo objetivo es el proteger al personal de salud de
los riesgos relacionados con el manejo de residuos y a la poblacion que pudiera
estar en contacto con los mismos dentro y fuera de las clinicas y laboratorios
(Secretaria de Salud, 2003).

Entre las medidas de prevencion para reducir riesgo de infeccion se recomienda a)
reducir al minimo el numero de trabajadores que puedan estar expuestos, b)
adopcion de medidas seguras para la obtencion, manipulacion y procesamiento de
la muestra en el lugar de trabajo, asi como c) la utilizacion de medios seguros para
el almacenamiento y evacuacion de los residuos por los trabajadores (Garcia et al.,
2001).

Dentro del area de trabajo, se prohibe la ingesta de alimentos y bebidas, asi como
el consumo de tabaco; a los trabajadores que manipulen la muestra se les debe
proveer ropa de proteccion adecuada, tal es el caso de guantes, mascarillas,
proteccion ocular, batas y calzado cerrado, mismos que deberan quitarse, lavarse y
descontaminarse en caso de contaminacion por el agente biologico (Garcia et al.,
2001).

Los equipos de seguridad incluyen gabinetes de seguridad bioldgica nivel 2, que
proporcionan seguridad a la manipulacion de muestra, al operador y al ambiente.
Ademas de recipientes cerrados y otros controles de ingenieria cuyo fin es eliminar
o0 minimizar las exposiciones a materiales bioldgicos. Los gabinetes de seguridad

biolégica o campanas de bioseguridad proporcionan contenciéon de salpicaduras o




aerosoles infecciosos que suelen generarse durante los procedimientos biolégicos
(Richmond y McKinney, 2002).

Para la manipulacién de muestras seminales en las que se conoce la presencia de
alguna infeccién como el VIH, la campana biolégica de Nivel 2 es la recomendada
cuando se trabaja con sangre derivada de humanos, fluidos corporales, tejidos o
lineas celulares primarias humanas donde se puede desconocer la presencia de

agentes infecciosos (Richmond y McKinney, 2002).

La campana bioldgica de nivel 2 esta disefiada con flujo de aire de entrada a una
velocidad de 75 a 100 Ifpm para proteger al personal, cuenta con flujo laminar
vertical hacia abajo con filtro de aire de particulas de alta eficiencia (HEPA por sus
siglas en inglés) para la proteccion del producto y flujo de escape filtrado con HEPA

para la proteccién ambiental (Taylor et al., 2019).

En el manejo y eliminacion de residuos debe tomarse en cuenta que todos estos
residuos con sangre o fluidos se deben considerar como potencialmente infecciosos
y eliminarlos segun las normas establecidas por el centro o por el diario oficial de la
federacion en el 2003 apegandose a la norma NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002.
Tabla 1.

Tabla 1. Recipientes para envasarlos diferentes Residuos Peligrosos
Biolégico-Infecciosos

Punzocortantes: Agujas de jeringas Recipientes rigidos de
desechables, navajas, lancetas, polipropileno/ ROJO
agujas de sutura, bisturis y estiletes
de catéter. EXCEPTO MATERIAL | Sdlidos
DE VIDRIO ROTO DE
LABORATORIO




No anatomicos: Materiales de

Bolsas de plastico/ ROJO

curacién empapados en sangre o | Solidos
liquidos corporales
Materiales desechables: que Bolsas de plastico/ ROJO
contengan secreciones pulmonares
de pacientes sospechosos de
tuberculosis o sospecha/ diagnéstico |  ©01idos
fiebres hemorragicas o]
enfermedades emergentes
Recipiente hermético/ ROJO

Sangre liquida, y sus derivados o

Liquida
excluyendo sangre seca
Muestras para analisis de laboratorio Liquido Recipiente hermético/

excluyendo orina y excremento

AMARILLO

g\/_/
A,




Materiales desechables usados| Solidos Bolsas de plastico/ ROJO
para el cultivo de agentes

infecciosos.

El tipo de recipiente y el color que debe tener dependiendo del residuo que va a ser
desechado (Secretaria de Salud, 2003).

El manejo inadecuado de los residuos por parte del personal encargado aumenta el
riesgo para las personas dentro de la cadena de control de estos procesos, asi como
para la poblacidon en general, por lo tanto, para disminuir los riesgos, el personal
encargado de la recoleccion de los residuos dentro de la clinica o el laboratorio debe
estar capacitado para su manipulacidn y conocer los riesgos que esto implica
(Secretaria de Salud, 2003).

5.14 Calidad seminal y criterios segun la OMS

Estudiar la calidad seminal en las ultimas décadas se ha vuelto muy relevante
debido a la evidencia que demuestra el declive de los parametros seminales
convencionales, presentado en la edicion del 2010 de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) (WHO, 2010). Estos sirven de guia en los laboratorios de andrologia

a la hora de evaluar la calidad seminal.

Podemos denominar semen al liquido eyaculado tras un orgasmo que consta de
una suspension concentrada de espermatozoides almacenados en los epididimos
mezclada con secreciones de la préstata, las vesiculas seminales, las glandulas
bulbouretrales y las glandulas de Cowper. La eyaculacién puede dividirse en dos

fases, la emision y la expulsion (Cohen y Taylor, 2009).

La emision inicia por los centros reflejos en la médula espinal que van a estimular
la contraccién del musculo liso en la préstata, vesiculas seminales, conducto

deferente y el epididimo provocando la acumulacion del semen en la uretra bulbar.




Mientras este proceso ocurre, se cierra el esfinter involuntario en la base de la vejiga
impidiendo la salida de orina. La expulsion que es la segunda fase de este proceso
se caracteriza por las contracciones del suelo pélvico y de los musculos
bulbocavernosos que permiten la salida del semen por la uretra (Broseta et al.,
2021).

Los parametros minimos para evaluar la calidad del semen incluyen el volumen
seminal, pH, concentracién, motilidad, viabilidad y morfologia espermatica, estos
ultimos son considerados los cuatro los parametros mas importantes. Sus medidas
o valores pueden variar dependiendo de la edad, patologias asociadas, temperatura
corporal y ambiental, sector grafico y estilo de vida de los pacientes (Espinoza et
al., 2010).

La evaluacion de la muestra se debe realizar transcurridos 30 minutos o no mas de
una hora después de su obtencion, comenzando con el analisis de los parametros
macroscopicos entre los que se encuentran la licuefaccién, la viscosidad, el
volumen, el color que de acuerdo con Egeberg y colaboradores (2018) es blanco

ligeramente amarillento y el pH mayor o igual a 7.2.

Dentro de los parametros microscépicos se evalua la concentracion espermatica, la
motilidad, vitalidad, la morfologia y la concentracion de leucocitos; para considerar
a la muestra como normal o con “Normozoospermia” se deben cumplir con los

limites de referencia establecidos por WHO en el 2020 encontrados en la Tabla 2.




Tabla 2. Limites de referencia segun Who en 2010 y 2020
Volumen (mL) 1.5 1.4
Recuento de espermatozoides
15 16
(mill)
Recuento total de
39 €39
espermatozoides (mill/mL)
Motilidad total (%) 40 42
Motilidad progresiva (%) 32 (Grado a+b) 30
Vitalidad (%) 58 54
Morfologia formas normales y p
(%)
Leucocitos (mill/mL) <1.0 <1.0

Limites de referencia epara los parametros seminales establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud en su quinta y sexta edicion.

De acuerdo con los limites de referencia presentados en la Tabla 2, la OMS ha
designado términos médicos a los casos en que los parametros seminales no
cumplen con estos criterios, por ejemplo, si al evaluar la concentracion espermatica
se obtiene un conteo menor de 16 millones de espermatozoides por cada mL del
volumen del eyaculado se denomina oligozoospermia, en casos mas severos en los
que la concentracion es menor a 100,000 espermatozoides/mL se denomina
criptozoospermia y al no encontrar algun espermatozoide en la muestra se

denomina azoospermia (Egeberg et al., 2018; Corona et al., 2019).

La motilidad progresiva debe dar un porcentaje de 30 % o mayor al ser evaluada, si
se presenta un valor inferior a este limite de referencia se nombra
astenozoospermia; con relacion a la vitalidad, un porcentaje inferior al 54 % es

considerado como necrozoospermia (Egeberg et al., 2018).

El porcentaje de espermatozoides normales al evaluar la morfologia debe ser igual

o superior al 4 %, de no ser asi se considera que la muestra tiene teratozoospermia,




este padecimiento y la motilidad progresiva reducida presenta una correlacion con

un elevado indice de fragmentacion del ADN espermatico (O’Brien y Zini, 2005).

5.15 Estrés oxidante y Especies Reactivas de Oxigeno

La generacion de oxidantes conocidos como ERO en el tracto reproductor
masculino se ha convertido en tema de investigacion relevante por su potencial
toxico en niveles elevados sobre la funcion y calidad espermatica, siendo uno de los
factores mas involucrados en la etiologia de la infertilidad. Cabe resaltar que las
ERO juegan un papel importante en diversos eventos del gameto masculino,
participando en su maduracion, en la capacitacion espermatica, motilidad, reaccién
acrosomica y en la hiperactivacion, de igual forma en la fusion de membranas
durante la fecundacion, a pesar de ello, un desequilibrio en la homedstasis entre la
produccion de ERO y la capacidad antioxidante total del semen se produce el dafio
denominado estrés oxidante (OS) (Sikka, 2001; Argawal y Saleh, 2002).

El potencial toxico que tienen las ERO sobre los espermatozoides es a causa del
elevado contenido de acidos grasos poliinsaturados que conforman a las
membranas plasmaticas, destacada la capacidad de los perdxidos de los acidos
grasos para detener de forma veloz y permanente la motilidad espermatica, asi
como un citoplasma con un contenido citosélico limitado de factores antioxidantes,
en adicién, los espermatozoides poseen mecanismos reducidos de deteccion y
reparacion de danos en el ADN, convirtiéndose en un gran problema ya que las
ERO tienen la capacidad de atacar tanto el ADN nuclear como el mitocondrial
(Esteves et al., 2020; Aitken et al., 2022; Farkouh et al., 2022).

Varios autores resaltan también que las ERO generan dafio en el nucleo
espermatico por medio de la modificacion de bases y creando sitios abasicos, a
consecuencia de que las bases adenina, citosina y timina son muy sensibles al dafio
oxidante, asi como entrecruzamientos de protaminas y roturas de cadenas de ADN.

El nivel de dafo generado en el material genético y en la calidad seminal por la




produccion de ERO va a depender del tiempo de exposicién a ellas, al estrés

oxidante, y de la capacidad antioxidante (Esteves et al., 2020; Farkouh et al., 2022).

Se ha demostrado que el anién superoxido (O2)y el peroxido de hidrégeno (H202)
son los principales responsables en la peroxidacion lipidica de las membranas,
donde el H202 es el que tiene mayor impacto en la funcidn espermatica, entre otros
oxidantes. Los espermatozoides también pueden generar al peroxinitrito (ONOO-),
radicales peroxilo (ROQe), radicales alcoxilo (ROe-), hidroperoxidos organicos
(ROOH) y al radical libre 6xido nitrico (NO¢), implicados también en provocar dafo
en los espermatozoides cuando se encuentran en niveles elevados (Aitken et al.,
2022).

Una de las principales fuentes de ERO es el sistema mitocondrial del
espermatozoide. Argawal y Saleh (2002) consideran que otro evento que genera
incremento son los ciclos repetidos de centrifugacion en la muestra utilizados
durante las técnicas de seleccién espermatica, siendo mas influyente el tiempo de
centrifugacion en contraste con la fuerza de la centrifuga para la produccién de las
especies reactivas de oxigeno y, por lo tanto, incremento en la fragmentacion del

ADN espermatico.

Es bien conocido que la fragmentacion del ADN espermatico esta relacionada con
problemas en la fertilizacion, una mala calidad embrionaria, aumento en las tasas
de aborto espontaneas y reduccion en las tasas de embarazo después de un
procedimiento de reproduccion asistida (Evenson 2011; Savasi et al.,2018), por
consiguiente, se recomienda la evaluacion de la fragmentacion del ADN previo a

estos procedimientos.

Mediante el espermograma se puede identificar si el espermatozoide de la muestra
tiene algun dano en su ADN, debido a que los espermatozoides con morfologia
anormal y bajos niveles de motilidad tienen mas dafo al ADN, para confirmar si la
muestra presenta fragmentacién del ADN y la magnitud de este se debe realizar un

ensayo que permita dicha evaluacion.




5.16 Fragmentacién del ADN espermatico

Debido a que la fertilizacion y el desarrollo embrionario dependen parcialmente del
estado en que se encuentre la arquitectura molecular del espermatozoide, en la
actualidad los estudios sobre las causas de infertilidad en las parejas se han ido
centrando en las pruebas de integridad del ADN del espermatozoide. Loloi y
colaboradores en 2022 mencionaron que aproximadamente el 25 % de los hombres
diagnosticados como infértiles, presentan un indice de fragmentacién del ADN (DFI

por sus siglas en inglés) > 30 %.

El dafo del ADN espermatico se puede definir como cualquier cambio quimico en
la estructura normal del ADN y a la fragmentacién del ADN espermatico (SDF) tal
es el caso de roturas de cadena sencilla o doble, dafio particularmente frecuente en
muestras seminales de pacientes infértiles (Yao et al.,, 2020). Al tratarse de un
problema relevante para conseguir una adecuada fertilizacién, se tienen
identificadas las principales causas y mecanismos por las que se da este fenémeno,
sin embargo, aun no se han determinado con exactitud. Se han propuesto diversos
factores para la etiologia de la fragmentacién del ADN (Figura 10), entre estos se
encuentran causas externas, que pueden potenciar estos efectos como la
contaminacién, el tabaquismo, una temperatura testicular elevada o patologias
entre las que destacan el varicocele, procesos inflamatorios o cancer, por mencionar
algunos, asi como empaquetamiento anormal de la cromatina por fallos en el

intercambio correcto de la fraccidn histonica por las protaminas.

De igual forma se ha propuesto como uno de los principales contribuyentes de la
fragmentacion del ADN, al aumento de las ERO y el OS que se ha encontrado que
en pacientes infectados con VIH-1 pueden reducir la calidad seminal (Quintero-
Vasquez et al., 2015; Savasi et al., 2018).
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Figura 10. Factores de riesgo y mecanismos moleculares que
desencadenan la fragmentacion del ADN. Se observan los principales
factores de riesgo exdgenos y enddégenos que pueden inducir a roturas en
cadena sencilla o doble, asi como las implicaciones clinicas (modificada de
Farkouh et al., 2022).
Se han desarrollado diferentes técnicas cuyo fin es evaluar la presencia de
fragmentacion del ADN, en general se han dividido a estas técnicas mediante las
estrategias que se emplean. En primer lugar, se incluyen las metodologias
encargadas de marcar las roturas de cadena sencilla y doble como el ensayo

TUNEL (Cortés et al., 2007).




Después tenemos las que miden la capacidad que posee la cromatina para
desnaturalizarse ante diferentes tratamientos, entre ellos, el ensayo cometa, el
ensayo de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA) y la prueba de
dispersion de cromatina espermatica (SCD), siendo las mencionadas las mas
utilizadas en los laboratorios de andrologia y reproduccién asistida (Sadeghi et al.,
2016).

5.16.1 Técnicas de evaluacion de la fragmentaciéon del ADN

5.16.1.1 Electroforesis unicelular en gel

El ensayo cometa o electroforesis unicelular en gel es uno de los métodos mas
sencillos para evaluar roturas de ADN de cadena simple o doble en el
espermatozoide, su principio se basa en la separacion de hebras rotas de ADN bajo
la influencia de un campo eléctrico segun la carga y el tamafio de las hebras. La
prueba es nombrada asi por la apariencia de cometa que se observa en el
microscopio de fluorescencia de los fragmentos del ADN rotos de cadena simple y
doble tefiidos que migran hacia la cola del cometa, mientras que el ADN intacto

permanece en la cabeza del cometa (Burlison, 2012).

Como sefalan Farkouh vy colaboradores (2022), en esta prueba los
espermatozoides migran en una matriz de agarosa en la que se promueve una lisis
que contenga un agente reductor de los grupos sulfidrilo encontrados en las
protaminas del espermatozoide, un ejemplo es el DTT (dithiothreitol) en condiciones
alcalinas permitiendo que durante la electroforesis las hebras rotas del ADN migren

hacia el anodo.

El ensayo cometa alcalino, en el que se utiliza un tampdn de pH >13 es usado con
mayor frecuencia en los laboratorios de andrologia por su capacidad de detectar las
roturas de cadena sencilla con mayor sensibilidad en comparaciéon con el ensayo
neutro. Para calcular la cantidad promedio de fragmentacién del ADN se realiza el

analisis de 100 espermatozoides o cometas individuales (Albert et al., 2016).




5.16.1.2 Ensayo TUNEL

El marcaje de extremos de desoxinucleotidil transferasa terminal (dUTP) o TUNEL
(por sus siglas en inglés), es una de las técnicas mas utilizadas para la evaluacién
de fragmentacion del ADN, ademas de que esta incluida en el manual de la OMS.
Una de las principales fuentes de fragmentacion detectable por esta técnica parece
ser el dafo de los radicales libres a través de ERO y la apoptosis abortiva (Carrell y
Aston, 2013).

Es un método directo que mide las roturas de cadenas de ADN espermatico in situ,
cuantifica los extremos 3’-OH libres de ADN que sirven como cebadores, se marcan
con bromodesoxiuridina (BrdU) en una reaccion catalizada por una polimerasa de
ADN independiente del molde denominada desoxinucleotidil transferasa terminal
(TDT), y utiliza un marcador fluorescente para detectar roturas del ADN en una o

ambas cadenas (Cankut et al., 2019).

Agarwal et al., (2016) refieren que cuantos mas sitios de rotura de cadenas de ADN

se encuentren, mas etiquetas se incorporaran dentro de la célula.

La técnica TUNEL comunmente es utilizada en casos de oligospermia severa por
su sensibilidad y especificidad, sin embargo, Frainais y colaboradores en 2010
sefalan que esta técnica solo explora la etapa final de la apoptosis, por lo que puede

subestimar el dafo real del ADN en el espermatozoide.

5.16.1.3 Ensayo de estructura de cromatina espermatica (SCSA)

EI SCSA, se propuso en 1980 por Evenson y colaboradores por primera vez y desde
entonces ha sido utilizado con el fin de detectar dafios en el ADN espermatico

evaluando de esta forma la fertilidad masculina (Zhang et al., 2022).

El principio de esta técnica se basa en que la cromatina con fragmentacion del ADN
tiene una mayor afinidad a desnaturalizarse in situ frente a un tratamiento con calor

o solucion acida. Por lo tanto, los espermatozoides son tratados con una solucion




de pH bajo de 1.2, segun establecen Farkouh y colaboradores (2022), con el fin ya
previamente mencionado, de desnaturalizar la cromatina y permitir la tincion.

En la metodologia se incluye el uso del fluorocromo naranja de acridina por su
capacidad de intercalarse entre la doble cadena de ADN como un monémero que,
tras su posterior excitacidén, emite color rojo o anaranjado al incorporarse al ADN de
cadena sencilla o monocatenario y fluorescencia verde si se introduce en ADN
bicatenario (Cortés et al., 2007).

Después de la tincion de las células, se analizan de 5000 a 10,000 espermatozoides
rapidamente por muestra mediante citometria de flujo. EI DFI se representa por el
grado de fluorescencia roja encontrado en la muestra, esta fluorescencia representa
el porcentaje de espermatozoides con ADN roto. Segun remarcan Esteves y
colaboradores (2020), en el caso del SCSA, se considera un indice de
fragmentacion espermatica alto cuando el valor de porcentaje es mayor del 20 a 25

%, el cual es relacionado con problemas de fertilidad.

5.16.1.4 Ensayo de dispersion de cromatina espermatica (SDC)

Como ya es bien sabido, el ADN de los espermatozoides esta seis veces mas
compactado y se encuentra organizado en bucles con un menor tamafo en
comparaciéon con las células somaticas, estos bucles compactados por las

protaminas confieren estabilidad y rigidez a la estructura de la cromatina.

La técnica de Halosperm se basa en el ensayo SCD, en el cual se evalua la
susceptibilidad del ADN espermatico a la desnaturalizacion acida. Se basa en el
principio de que los bucles de ADN intactos se expanden después de dicha
desnaturalizacién formando halos de dispersidn que se liberan después de la
eliminacion de las proteinas nucleares, los nucleoides de espermatozoides con ADN
fragmentado no muestran halo de dispersion o el halo es minimo (Cankut et al.,
2019).

Esta conformada principalmente de tres pasos, el primero es la inclusion de los

espermatozoides en la matriz de agarosa proporcionando un sustrato inerte similar




a una suspension para la manipulacién celular, el segundo es la incubacion en una
solucién acida de desenrollado de ADN disolviendo la doble hélice en presencia de
danos al ADN seguida de lisis que sirve para eliminar las proteinas nucleares, como
paso final se realiza la deshidratacion en bafios de alcohol etilico y tincidén para su

visualizacion bajo microscopia de campo claro (WHO, 2020).

El ensayo de SCD permite la identificacion de roturas monocatenarias (SSB) y
dobles (DBS), ademas, una de las ventajas de la técnica es que, en comparacion
con la técnica TUNEL y SCSA, no requiere de equipos avanzados lo que permite
una facil aplicacién en diversos laboratorios de andrologia. Se analizan de 300 a
500 espermatozoides, al microscopio de campo claro (Hamilton y Assumpgéo, 2019;
Esteves et al., 2020; Farkouh et al., 2022).

Para determinar el indice de fragmentacion espermatica en la muestra, se realiza
una clasificacion dependiendo del tamafo del halo que como se menciond
anteriormente, aquellos espermatozoides con presencia de halo grande y mediano
se consideran normales o sin fragmentacion, y tal se aprecia en la Figura 11 los
espermatozoides con halo pequeno, sin halo o sin halo y degradados se clasifican

como espermatozoides con fragmentacion.
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Figura 11. Clasificacion espermatica de acuerdo con la integridad del ADN
mediante SCD. Se observa los distintos tamanos de halo que se pueden
apreciar bajo el microscopio, y se distinguen los espermatozoides a) sin
fragmentacion con halo grande, b) halo mediano, asi como c) los fragmentados
con halo pequefio, d) sin halo y e) el degradado (modificada de Fernandez et
al., 2005).




Al concluir el conteo y evaluacion de los halos, con la siguiente formula se calcula

el indice de fragmentacion de ADN espermatico (Evenson et al., 2006).

halo pequefio+sin halo+degradado

DFI (%) = 100

Total de espermatozoides analizados

De los métodos de evaluaciéon de dafio al ADN del espermatozoide, se ha
demostrado que la técnica SCD que se encarga de evaluar la ausencia de dafio en
el material genético del espermatozoide, ayuda a predecir la fertilidad de forma mas
eficiente y en adicion, su aplicacion e interpretacion es mas sencilla y rapida, sin
embargo es de importancia mencionar que no presenta diferencias estadisticas en
comparacién con las técnicas anteriormente mencionadas con respecto a la

evaluacién de la fragmentacion del ADN espermatico (Farkouh et al., 2022).

5.17 Control de la fragmentacién del ADN espermatico

Se han disefiado distintas estrategias para poder reducir o controlar los niveles
elevados de fragmentacion del ADN espermatico, las cuales varian dependiendo de
los antecedentes del paciente, y de esta forma mejorar los resultados reproductivos

en procedimientos de reproduccién asistida.

Teniendo en cuenta que se ha detectado un DFI significativamente mayor en los
hombres con sobrepeso con indice de masa corporal (IMC) > 30 kg/m?, se propone
la pérdida de peso como una estrategia para la reducciéon de fragmentacion del ADN
espermatico debido a que Mir y colaboradores en 2018 reportaron disminucion en
los niveles de SDF después de que pacientes infértiles recibieran un programa de

pérdida de peso con dieta y ejercicio durante un periodo de 12 semanas.

Como ya se menciono con respecto al varicocele, existe una asociacion de este
padecimiento con el aumento de la SDF en comparacion con pacientes sanos,
incremento relacionado principalmente con el OS, por consiguiente, varios estudios

informaron que la varicocelectomia puede disminuir los niveles de SDF y por




consiguiente mejora las tasas de embarazo clinico y nacidos vivos después de un

procedimiento de reproduccion in vitro (Farkouh et al., 2022).

Considerando que el OS es uno de los principales contribuyentes en el aumento en
los niveles de SDF, se sugiere el tratamiento con diferentes antioxidantes con el fin
de mejorar la integridad del material genético espermatico y, de manera similar a
las estrategias anteriormente mencionadas, para mejorar los resultados de fertilidad
(Muratori et al., 2019).




6. JUSTIFICACION
Las muestras seminales de pacientes seropositivos a VIH pueden presentar
anormalidades en los parametros seminales, como son la concentracion, la
motilidad y la morfologia de los espermatozoides, estos dos ultimos estan
relacionados con la calidad e integridad del material genético en los mismos. El
lavado seminal de pacientes seropositivos a VIH es una técnica de reproduccion
asistida de alta complejidad que permite seleccionar espermatozoides normales y
disminuir la carga viral de los mismos, para posteriormente utilizarlos en distintos
procedimientos como el ICSI. Ademas del grado de infeccion del VIH, se puede
presentar durante el proceso y manipulacién de la muestra alteraciones y danos en
la cromatina espermatica, uno de ellos es conocido como fragmentacion del ADN.
En la actualidad en muchos paises, incluyendo a México, no se tiene informacién
de los danos y alteraciones que se presentan en el ADN al utilizar este
procedimiento. Por lo anterior, el presente estudio es importante para contar con
mas informacion sobre estas técnicas de reproduccién asistida, con el fin de
incrementar el éxito reproductivo de los ciclos de ICSI y del desarrollo embrionario
y posterior nacido vivo sano y que los pacientes seropositivos a VIH estén

informados de las alternativas reproductivas con las que cuentan.




7. HIPOTESIS

Debido a que el VIH en los varones afecta la calidad seminal mediante
anormalidades en los parametros seminales evitando su reproduccion, entonces se
espera ,que, al incorporar el analisis de la fragmentacion del ADN al inicio y final del
lavado de semen, se obtenga mas informacion de la integridad del ADN del
espermatozoide posterior al lavado de semen de VIH y de este modo se obtengan
espermatozoides de buena calidad, negativos al VIH y con bajos niveles de

fragmentacion del ADN espermatico.




8. OBJETIVOS
8.1 Objetivo general

Evaluar la calidad e integridad espermatica pre y post-lavado en muestras

seminales seropositivas a VIH.

8.2 Objetivos particulares
v Evaluar la calidad seminal de pacientes seropositivos a VIH.
v Determinar el daino al ADN espermatico en fresco y post-lavado de muestras
seropositivo a VIH.
v Determinar una posible correlacion entre la calidad seminal y la

fragmentacién de ADN en muestras seropositivo a VIH.




9. MATERIAL Y METODOS

9.1 Comité de bioética y consentimiento informado

El estudio es parte integral del proyecto “Correlacion de la madurez de la cromatina,
estrés oxidante, fragmentacién del ADN y metabolismo espermatico con las tasas
de fertilizacion, desarrollo embrionario, formacion de blastocisto, tasa de embarazo
y recién nacidos vivos en varones infértiles sometidos a técnicas de reproduccion
asistida” con el Dictamen del Comité Hospitalario de Bioética COMBIOETICA
09CHB10620171023, codigo asignado por el comité HISPCHB21-01. El cual se
lleva a cabo en las instalaciones de la clinica HISPAREP, laboratorios de Andrologia
e in vitro. Se tiene el consentimiento informado para llevar a cabo el analisis de
muestras de semen en fresco y post-lavado y técnicas de reproduccion asistida en
parejas serodiscordantes para VIH (varon VIH +) y protocolo de investigacion
(Anexo 1).

9.2 Obtencién de la muestra y analisis seminal

Se evaluaron 61 muestras seminales de pacientes portadores de VIH con deseos
reproductivos que acudieron a la clinica HISPAREP del Hospital Espafiol, durante
el afo 2022 e inicios del ano 2023. Todos los pacientes firmaron el consentimiento
informado para llevar a cabo la prueba lavado de semen de VIH. Los pacientes con
3 a 5 dias de abstinencia sexual obtuvieron su muestra seminal por masturbacion
en un recipiente de boca ancha estéril. A todos los pacientes se les solicitdé un doble

eyaculado para llevar a cabo el procedimiento.

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de andrologia para pruebas
especiales, donde todo el equipamiento es exclusivo para este tipo de estudios,

como la campana bioldgica de nivel 2.

Se colocaron las muestras en la incubadora a 36 °C durante 30 minutos para que
se licuaran y posteriormente se evaluaron el volumen de semen, pH, concentracion,
viabilidad, motilidad y morfologia, de acuerdo con los criterios establecidos por la

Organizacion Mundial de la Salud en 2020, con ayuda de un microscopio de




contraste de fases. Previo al lavado seminal se tomd una alicuota de la muestra de

200 pL para el analisis de fragmentacion del ADN.

Previo a realizar el examen microscépico de las muestras se evaluaron los

parametros macroscoépicos transcurridos los 30 minutos, siendo la licuefaccion,

viscosidad, aspecto, volumen y pH los parametros evaluados.

Licuefaccion y viscosidad: Este parametro se evalu6 a los 30 minutos de
recolectada la muestra, y en caso de que a los 60 minutos la muestra siguiera
sin licuar, la licuefaccion se realiz6 mecanicamente haciendo pasar la
muestra a través de una pipeta hasta completarla. La viscosidad fue evaluada
de igual forma con una pipeta mediante la observacion de la forma en que el
semen goteaba, siendo normal al detectarse una caida gota por gota y de no
ser asi, para reducirla se empled el mismo método utilizado para la

licuefaccion.

Aspecto: Para la evaluacion del aspecto se tomd en cuenta el color que
presentaba la muestra, considerandose normal al ser color blanquecino
amarillento, también se consideré la opacidad/ transparencia de la muestra y

la presencia de cuerpos gelatinosos.
Volumen: El volumen se midié6 mediante una pipeta graduada.

pH: Para la determinacién del pH se utilizaron tiras reactivas de papel
ColorpHast de Merck que cuentan con rango de sensibilidad de 6.4 a 8.0,
sobre la tira se coloco una gota de la muestra seminal, se esperd a que esta

cambiara de color y se comparo con la tira de calibracién para obtener el pH.

9.2.1 Evaluacién de concentracion espermatica y motilidad

Transcurridos los 30 minutos de licuefaccion a 36 °C, se tomé con ayuda de una

pipeta de precision una alicuota de 5 a 7 yL y se coloco en la camara Makler que

se encuentra conformada por una cuadricula de 1 mm? dividida en 100 cuadros y




con una profundidad de 10 pL, para el analisis de la motilidad y ver la concentracion

espermatica de la muestra utilizando un microscopio de contraste de fases a 200X.

De la cuadricula subdividida en 100 cuadros, se contd la cantidad de
espermatozoides presentes en 10 cuadros; de acuerdo con Cardona vy
colaboradores (2008), el numero total de espermatozoides contados es la
concentracion final expresada como 1x10° espermatozoides/mL. Siguiendo los
criterios del manual de la OMS se considerdé una concentracion normal si se

registraron 16 millones de espermatozoides/mL.

Con la muestra en la camara Makler se analizé la motilidad de los espermatozoides
evaluando 100 espermas por muestra y se clasificaron en progresivos, no
progresivos e inmoviles segun lo establecido por WHO (2020). Al finalizar la
evaluacion, se informo el porcentaje de espermatozoides en cada una de las
categorias, se consideré como motilidad normal cuando el porcentaje de moviles

progresivos fue = 30 %.

9.2.2 Evaluacion de la vitalidad de los espermatozoides

La vitalidad se analizé tomando una alicuota de 5 uL de la muestra en fresco y se
colocd en un portaobjetos, después se tomaron 5 yL de eosina al 5 % y se
homogeneizé con la gota de semen en el portaobjetos, después se cubrié con un
cubreobjetos de 22 x 22 mm evitando la formacién de burbujas, el portaobjetos con
la tincion se evalud con el microscopio de contraste de fases bajo un aumento de

400X y contraste de fases ph2.

Se evaluaron 100 espermatozoides con ayuda de un contador de células para
laboratorio y se registro el numero de células tefiidas de rojo o rosa correspondiendo
a los espermatozoides muertos, y el numero de células con cabeza blanca
correspondientes a los espermatozoides vivos. Finalizada la evaluacion se informé
el porcentaje de espermatozoides vivos considerando este como normal cuando el

valor fue = 54 %.




9.2.3 Evaluacion de la morfologia de los espermatozoides

Para la evaluacion de la morfologia de los espermatozoides, se coloco una alicuota
de 5 uL en un portaobjetos para realizar un frotis con ayuda de otro portaobjetos, el
frotis se dejo secar al aire para tefirlo con la técnica rapida Diff-Quick. Posterior al
proceso de tincion, se evalud la tincidon bajo el microscopio con contraste de fases
a 1000X con aceite de inmersién, se analizaron todas las partes que conforman al
espermatozoide (cabeza, pieza media y cola), asi como la presencia de residuo
citoplasmatico, se observé que las partes fueran normales y se informé el porcentaje
de espermatozoides normales y con defectos en cualquiera de sus componentes
utilizando los criterios estrictos de Kruger para dicha evaluacion sugeridos en el
manual de WHO.

Las muestras se consideraron con morfologia normal cuando se obtuvo un
porcentaje € 4 % de espermatozoides sin registro de alguna anomalia o normales.
Concluida esta evaluacion se determiné el indice de teratozoospermia (TZl), el
indice de anormalidades multiples (MAI) y el indice de deformidad espermatica

(SDI) de cada muestra.
Los indices mencionados fueron calculados con las siguientes formulas:

Anormalidades de cabeza + pieza media + cola + residuo citoplasmatico

Total de espermatozoides anormales

- MAL
No.de anormalidades de cabeza + No.de defectos en pieza media
+No.de defectos en cola
Total de espermatozoides anormales
- SDI:

No.de anormalidades de cabeza + pieza media + cola + residuo citoplasmatico

Total de espermatozoides evaluados




9.3 Lavado seminal

Después de haber revisado los parametros seminales de las muestras se realizé el
lavado seminal con el fin de reducir la carga viral y obtener los espermatozoides de
mejor calidad. Para esto, a la muestra seminal se le afadieron 6 pL de medio para

eliminar la viscosidad de la muestra con ayuda de una pipeta.

El tipo de lavado y seleccidén espermatica se realizé dependiendo de la calidad que
presento la muestra posterior a su evaluacion, ya que en caso de encontrarse una
muestra en muy mal estado (concentracién < 16 millones, motilidad < 30 %,
morfologia < 4 % y ademas presencia de detritos) unicamente se realizd un lavado
doble con medio “Wash”, para este paso, la muestra ya con medio se pasé completa
a un tubo de centrifuga conico y se centrifugé a 2000 rpm durante 10 minutos,
terminada esta primera centrifugacion se desecho el sobrenadante y se agregé mas
medio homogeneizandolo con el boton celular, después se repitio la centrifugacion
(2000 rpm x 10 minutos). Se retir6 el sobrenadante dejando el boton sobre el que
se agregaron de 150 a 300 yL de medio “Wash” para seleccion espermatica, se dejo
la muestra en una posicion de 45° para el “swim-up” en calor durante 2 horas o 2
horas y media, de igual forma determinado por la calidad de la muestra, transcurrido
el tiempo se recuperd la cantidad de medio agregado y se colocd en tubo coénico
(Falcon) de 5 mL. Para finalizar, se colocé una alicuota de 5 yL en la camara Makler
para contar la concentracién y motilidad espermatica post lavado y ver la calidad de

la muestra recuperada.

Las muestras con una mejor calidad fueron procesadas como se menciono
anteriormente, agregando medio para romper viscosidad, previo a pasar la muestra
al tubo de centrifuga coénico, se agregaron los gradientes de densidad discontinuos
al 40 , 75 y 90 %, la cantidad de gradientes, asi como el grosor de estos fueron
determinados dependiendo de la calidad que presentara cada muestra, después de
la centrifugacion (2000 rpm durante 10 minutos) se recuperd el boton y se agrego a
otro tubo coénico con 4 mL de medio para lavar los gradientes mediante
centrifugacion de 1500 rpm durante 5 minutos, se retird el sobrenadante dejando

medio muy pegado al boton celular y se agregaron de 200 a 300 uL de medio para




dejarlo en “swim-up” en calor durante 1 a 2 horas, al concluir el tiempo se recupero
la cantidad de medio agregado y se coloco en tubo Falcén de 5 mL, de igual forma
se volvio a evaluar la concentracion y motilidad de los espermatozoides después

del lavado.

Concluido el lavado seminal y previo a la congelacién de la muestra, se recupero
una alicuota de 200 pL para el analisis de fragmentacion del ADN, ademas de una
alicuota extra de 7 pL para la prueba molecular, en este caso, una PCR en tiempo
real. Los 7 uL obtenidos se agregaron en 500 pyL de medio “Wash” en un tubo Falcon
de 5 mL, mismo que fue etiquetado con el nombre del paciente y sellado con papel

Parafilm para su transportacion al laboratorio de molecular.

El area de trabajo se desinfecté después de cada protocolo, para evitar cualquier
posible contaminacion cruzada y se dej6 en luz ultravioleta 30 minutos para eliminar

cualquier particula infectocontagiosa.

9.4 Criopreservacion de la muestra

A la muestra recuperada del lavado seminal se le agregdé la cantidad de medio
requerida para tener 500 uL de muestra y afiadir 500 uL de crioprotector penetrante
y no penetrante TEST-yema (TYB) con el fin de tener una solucion 1:1; esta solucion
se homogeneiz6 con una pipeta Pasteur con precaucion de no formar burbujas, una

vez homogeneizada la muestra se comenzo con la congelacion.

La técnica de congelacion utilizada para la muestra de los pacientes con VIH fue
por congelacion rapida, para ello, previamente fueron rotulados con el nombre del
paciente, un tubo Goblet y la escalerilla para su almacenamiento, de igual forma se
llend con nitrégeno liquido un recipiente de acero inoxidable y se elabord una pastilla
de CO2 o hielo seco por medio de un adaptador (Figura 12), misma que con ayuda
de un lapiz de punta diamante para laboratorio se le hicieron unos agujeros de un
aproximado de 5 mm de diametro y de profundidad, como se muestra en la Figura

13a para colocar las perlas de la solucion.




Figura 12. Tanque de CO. con adaptador para pastilla. El CO, sale a presion
y comienza a llenar el adaptador hasta formar la pastilla de hielo seco.

Teniendo lista la pastilla y utilizando una pipeta Pasteur, se colocaron alicuotas de
aproximadamente 50 pL de la mezcla del semen con crioprotector en cada agujero
para la formacién de las perlas (Figura 13b). Posterior a que las perlas perdieran el
brillo y adquirieran un color crema opalescente, se depositaron dentro del tubo
Goblet previamente introducido en el recipiente con nitrégeno liquido. Terminando
el proceso de congelacion de toda la muestra, el tubo Goblet se cerrd y se coloco
en la escalerilla, introduciéndose en el tanque de nitrogeno liquido que se encuentra

a temperatura de -196 °C para su almacenamiento.




Figura 13. Técnica de congelacién rapida. En a) elaboracion de agujeros
sobre pastilla de hielo seco con ayuda de un lapiz de punta diamante y en b)
perlas de la muestra seminal completado el tiempo de congelacién con color
crema opalescente.

9.5 Analisis de fragmentacion del ADN nuclear espermatico

Para realizar el analisis de fragmentacion del ADN espermatico se utilizé la prueba
de dispersion de cromatina espermatica (SCD) con el kit Halosperm. Esta prueba
requiere de una concentracion de 10 a 15 millones de espermatozoides por mililitro
para poder realizarse, por lo que la muestra recolectada se diluyé con medio Wash

dependiendo de la concentracion de la muestra en fresco.

Los tubos Eppendorf incluidos en el kit que contienen la agarosa de bajo punto de
fusion se coloco en un bafio de agua a 95-100 °C durante 5 minutos o hasta que se
encontrd derretida y se mantuvo a 37 °C para evitar su gelificacién. Con ayuda de
una pipeta de precision se tomaron 25 pyL de la muestra de semen diluida y se
mezclaron gentilmente evitando la formacion de burbujas con la agarosa a 37 °C.
De la mezcla de semen y agarosa se pipetearon alicuotas de 25 pL en los
portaobjetos pretratados con agarosa incluidos en el kit Halosperm y se cubrieron

con un cubreobjetos de 22 x 22 mm evitando la formacion de burbujas.

Los portaobjetos se colocaron en una placa fria durante 8 minutos para comenzar

la solidificacion de la agarosa, transcurrido este tiempo, los portaobjetos se




colocaron en el refrigerador sobre una placa fria durante 8 minutos, concluido este
tiempo, se dejaron los portaobjetos a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Después se retird el cubreobjetos deslizandolo de forma suave para no desprender

la agarosa.

Retirado el cubreobjetos, se preparo la solucion desnaturalizante, para la cual se
mezclaron 80 uL del contenido de la solucion de desnaturalizacidon acida, incluida
en el kit Halosperm, en 10 mL de agua destilada. Los portaobjetos se sumergieron
de forma horizontal en la solucion desnaturalizante durante 7 minutos. Posterior a
la solucidn desnaturalizante, se sumergieron en 10 mL de solucién de lisis durante
25 minutos, después los portaobjetos se colocaron en agua destilada durante 5

minutos para enjuagar los restos de la solucion de lisis.

Los portaobjetos se colocaron en contenedores con alcohol etilico al 75 y 90 %
durante 2 minutos en cada uno para la deshidratacion de la muestra y se dejaron
secar al aire para realizar la tincion. La tincion de los portaobjetos se realizo con el
kit de tincion rapida DiffQuik, primero se sumergieron de forma rapida en el fijador y
se dejo secar al aire, después se sumergieron durante 10 minutos en cada solucién

colorante.

Una vez tenidos los portaobjetos, se analizaron en un microscopio a 1000X con
aceite de inmersion, se evaluaron 500 espermatozoides y se consideraron aquellos
que tuvieron halo grande o mediano como espermatozoides sin dafo en el ADN y
los que presentaron halo pequefio, no tuvieron halo o estaban degradados (Figura
11) como espermatozoides con fragmentacion en el ADN esto representado en la
figura (WHO, 2020).

9.6 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se cre6 una base de datos en el programa Excel donde
se incluyeron los parametros seminales de las muestras y los niveles de
fragmentacion del ADN. Los datos cuantitativos se expresaron como media = DEM,

y fueron analizados con el paquete estadistico R commander version 4.2.2 (2022),




mediante ANOVA de un factor, complementada por la prueba Tukey para
determinar el nivel de significancia estadistica entre los grupos. Para evaluar la
posible correlacion entre la calidad seminal y la fragmentaciéon del ADN espermatico
se aplico el analisis de correlacién de Pearson. Se consideraron como significativas

aquellas diferencias cuya probabilidad fue menor o igual al 0.05.




10. RESULTADOS

Se analizaron 61 muestras de semen provenientes de pacientes seropositivos a VIH
del laboratorio de andrologia de la clinica de reproduccion asistida HISPAREP del
Hospital Espanol. Estas muestras fueron analizadas por medio de un seminograma
pre-lavado y post-lavado y fueron clasificadas por rangos de edad, por etiologia y

por nacionalidad.

10.1 Clasificacion por edades

En la Tabla 3 se observan los parametros seminales de las muestras en fresco
agrupadas por edad (G1-G4) y la comparacion de los mismos, encontrandose
diferencias estadisticamente significativas en la morfologia, especificamente en el
porcentaje de espermatozoides normales y anormales entre los grupos 2y 4 siendo
menor el porcentaje de espermatozoides normales en el G4 comparado con el G2,
y a su vez, incremento en el porcentaje de espermatozoides anormales en el grupo
4 con respecto al grupo 2. En el resto de los parametros seminales evaluados, no

hubo diferencias significativas entre los grupos.




Volumen (mL)
pH

Concentracién
(mill/mL)
Progresivos
(%)

No
Progresivos
(%)
Inmoviles (%)

Vitalidad (%)
Normales (%)
Anormales (%)

Defectos en
cabeza
Defectos en
pieza media
Defectos en
flagelo
Residuo
citoplasmatico

MAI
TZI
SDI

Tabla 3. Analisis seminal en fresco

242 +0.53
8.15+0.10

32.25 £ 17.65

39.25 +4.11

11.25+0.95

49.50 + 4.65
74 +4.54
2.50 £ 0.57
97.50 £ 0.57

90.75+6.44

86.50 £ 9.11

8.25+6.29

10.50 £ 5.91

1.91+0.16
2.01+£0.21
1.84 +£0.19

2.83+1.40
8.21+0.18

46.58 + 16.97

41+£6.32

13.41 £8.02

45.58 +12.16
75.83 £5.23
275+ 0.75
97.25 £ 0.75

89.25 +2.63

86.16 £ 6.23

7.25+4.90

12.83 +7.68

213+0.34
277 +0.84
1.84 £ 0.09

212 +£0.67
8.15+012

34.19 £19.75

37.33 £11.25

10.66 + 2.81

52.42 +11.10
72.90 £10.57
214 +0. 57
97.85+£0.57

91.19£5.63

88 £4.43

8.95 +4.69

13.52 +£6.10

2.09 £ 0.52
2.39+0.97
1.88 £0.08

212+1.26
8.10 £ 0.35

41.37 £+ 18.54

34.83 £ 10.96

11.50 + 1.56

53.66 + 11.18
69.70 £ 11.88
1.95 + 0.80*
98.04 + 0.80*

91.41 £5.53

88.29 £ 6.71

9.83+£0.93

14.70 £ 7.08

2.52 +1.01
3.27 £1.78
1.90 £ 0.11

Se compararon los parametros seminales de las muestras en fresco evaluados en

los cuatro grupos.

indice de anormalidades multiples (MAI),

indice de

teratozoospermia (TZl) e indice de deformidad espermatica (SDI). Media + DEM.
*p<0.05 G2 vs G4.

Asi mismo, se evaluo el nivel de fragmentacion del ADN espermatico utilizando la

prueba SCD de los cuatro grupos (Tabla 4), la obtencion del porcentaje de

fragmentacion del ADN se obtuvo mediante la observacién de 500 células por

duplicado en cada muestra, clasificando a las células dependiendo del tamafo del




halo de dispersion de la cromatina como se aprecia en la Figura 11, tras la
cuantificacion de los espermatozoides se calculé el DFI, registrandose en los grupos

indices elevados de fragmentacion (> 30 %) en los grupos, sin embargo, no se

encontraron diferencias significativas al tratarse de porcentajes similares entre ellos.

MENORES 3
DE 30 ANOS DE 40 ANOS
(G1) (n=4) (G4) (n=24)

DFI (%) 39.60+7.17 4115+6.06 38.97+8.09 4227 +6.24

312 35AKOS | 36 a 40 ANOS | [WAYORES

(G2) (n=12) | (G3) (n=21)

Comparacion del indice de fragmentacion del ADN. Media + DEM

Una vez recuperadas las muestras después del lavado seminal, se volvié a evaluar
la concentracion y la motilidad progresiva, en un volumen de 1 mL (Tabla 5). Los
parametros seminales post-lavado no mostraron diferencias significativas entre los
cuatro grupos de estudio por edad, pese a tener una concentracion y motilidad
inferior a los limites de referencia establecidos por la OMS, estas resultaron con
mejor motilidad espermatica en comparacién a la observada en fresco, siendo

moviles progresivos rapidos.

En la Tabla 5 también se incluye el DFI post-lavado en el que, de manera similar a
los parametros seminales, los valores entre los grupos no son estadisticamente
significativos, aunque podemos ver que el DFI en estas muestras recuperadas sigue

siendo > 30 %.




Tabla 5. Analisis seminal post-lavado

PARAMETROS MENORESDE 5 22 ANOS 36 a40ANOs MAYORES DE 40
SEMINALES 30 ANOS (G2) (n=12)  (G3) (n=21) ANOS
(G1) (n=4) (G4) (n=24)
Concentracion 7.75+9.06 6.91+7.70 6.17 +6.30 4.02 +5.21
(mill/mL)
Prog(f)/e?ivos 31 + 8.64 2866 +6.52 28.33+17.36 25.54 + 10.89
0
DFI (%) 32.32 +5.94 3254+493  31.19+4.66 33.08 + 3.79

Comparacion de los parametros seminales y fragmentacion del ADN espermatico
post-lavado. Media + DEM.
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-#x- Post-lavado
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|

40

Media de la concentracion
|
[

10

G1 G2 G3 G4

Edad

Figura 14. Diferencia en la concentraciéon espermatica por grupo de edades de
las muestras seminales en fresco y post-lavado. Media + intervalo de confianza.
*p<0.05 vs fresco.




Representado en la Figura 14, la concentracion espermatica de los grupos 2, 3y 4
presenté diferencia estadisticamente significativa en cada grupo analizado,
obteniéndose una concentracion menor posterior al lavado seminal y recuperacion
de la muestra en comparacion con la concentracién de la muestra en fresco,
mientras que las concentraciones en el grupo 1 no se muestran estadisticamente

significativas.

La evaluacidon de la motilidad progresiva en fresco y post-lavado seminal de los
cuatro grupos de estudio mostré diferencias significativas en el grupo 2 y en el 4
(Figura 15), presentando un porcentaje de espermatozoides moviles progresivos
menor en las muestras recuperadas de la técnica de lavado seminal a diferencia de
la motilidad observada en fresco, en cambio, estadisticamente en los grupos 1y 3
la motilidad progresiva en ambas muestras se mantuvo semejante. Cabe destacar
que la motilidad obtenida posterior al lavado seminal se observé con mejoria con
respecto a la rapidez y trayectoria de los espermatozoides, siendo en su gran

mayoria moviles progresivos rapidos.
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Figura 15. Comparaciéon en la motilidad progresiva espermatica de las
muestras seminales en fresco y post-lavado. Media + intervalo de confianza.
*p<00 vs fresco.

Comparando los niveles de fragmentacién del ADN espermatico de las muestras
seminales en fresco con las muestras post-lavado, podemos observar que la técnica
de lavado seminal permitié recuperar espermatozoides con un indice de
fragmentacion del ADN significativamente menor en los grupos 2 (41.15 + 6.06
frescoy 32.54 +4.93 post-lavado), 3 (38.97 £ 8.09 fresco y 31.19 £ 4.66 post-lavado)
y 4 (42.27 £ 6.24 fresco y 33.08 * 3.79 post-lavado) en comparacion con el nivel de
fragmentacion presentado en los espermatozoides en fresco, diferencia expresada
en la Figura 16. Los valores del DFI en fresco y post-lavado del grupo 1 no

mostraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 16. Diferencia en el indice de fragmentacion del ADN espermatico de
las muestras seminales en fresco y post-lavado. *p<0.05 vs fresco.

10.2 Clasificacién por etiologia

Las 61 muestras evaluadas de pacientes seropositivos a VIH pudieron agruparse
dependiendo de la etiologia que presentara cada muestra posterior al analisis
seminal en fresco, esta clasificacion se realiz6 de acuerdo con los limites de
referencia establecidos en el manual de la OMS (Tabla 2) que, de no encontrarse
dentro de los mismos la OMS ha designado términos médicos mencionados con

anterioridad.

En la Tabla 6 se pueden observar los parametros seminales evaluados en fresco

de los cuatro grupos incluyéndose el indice de fragmentacién del ADN espermatico,




asi como las diferencias estadisticas encontradas entre cada uno. Se compararon
los grupos con astenoteratozoospermia, teratozoospermia y otras etiologias con las
muestras consideradas como normozoospermicas, mostrando diferencias
significativas, siendo los grupos de astenoteratozoospermia y con otras etiologias
en los que se aprecia una calidad seminal mas afectada, teniendo parametros
seminales como la motilidad progresiva y la vitalidad por debajo de los limites de

referencia.

Con respecto a la concentracion espermatica, resultd ser significativamente menor
en el grupo de otras etiologias con respecto al grupo de normozoospermia y
teratozoospermia. El porcentaje de espermatozoides progresivos fue
significativamente menor en el grupo de astenoteratozoospermia comparado con el
grupo de normozoospermia y teratozoospermia, también se mostré un porcentaje
menor en otras etiologias con respecto al grupo de teratozoospermia, suceso que

se presenta de manera similar en el porcentaje de espermatozoides inmdviles.
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La vitalidad espermatica fue diferente entre los cuatro grupos, siendo
significativamente menor en el grupo de otras etiologias en comparacién con los
otros tres grupos. El porcentaje de espermatozoides normales también resultd
estadisticamente menor en todos los grupos comparado con el de
normozoospermia, contrario a lo que se observa en los espermatozoides anormales,
en los que se obtuvo un mayor porcentaje en otras etiologias, teratozoospermia y

astenoteratozoospermia en contraste con los normozoospermicos, Tabla 6.

El MAI, mostré diferencias significativas entre el grupo de otras etiologias con
respecto a los otros tres grupos, presentando un indice mayor a ellos, que ocurre
de forma similar en el indice de teratozoospermia. El DFI evaluado también en
fresco, fue > 30 % en los cuatro grupos, sin embargo, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.

En el caso de los parametros seminales evaluados post-lavado y como se puede
apreciar en la Tabla 7, también se encontraron diferencias significativas en la
concentracion espermatica, resultado estadisticamente menor en
astenozoospermia, teratozoospermia y otras etiologias contrastado con la
concentracion espermatica en normozoospermia. Tanto el porcentaje de motilidad
progresiva como el indice de fragmentacion del ADN espermatico no presenté

diferencias significativas.




Tabla 7. Analisis seminal post-lavado en grupos de etiologia

PARAMETROS NORMOZOOSPERMIA ASTENOZOOSPERMIA TERATOZOOSPERMIA ET%TL%‘%Si .
SEMINALES (n=3) (n=8) (n=44) (n= 6)
Concentracion 16.33 + 10.96 2.75 + 3.53* 5.91 + 6.05* 1.53 + 1.31*
(mill/mL)
Prog(l;;?ivos 35.33 + 7.02 20.50 + 10.95 28 + 8.60 29 + 31.31
(1]
DFI (%) 35.33 + 4.56 32.27 +5.37 32.09 +4.23 32.06 + 5.22

Comparacion de los parametros seminales y fragmentacion del ADN espermatico
post-lavado. Media + DEM. *p < 0.05 vs nhormozoospermia.

10.3 Clasificacion por nacionalidad

Similar a lo realizado en la evaluacion de los parametros seminales para los grupos
por edad y por etiologia, las 61 muestras se agruparon de acuerdo a la nacionalidad
del paciente, siendo nacionales y extranjeros los grupos en esta categoria,
realizando la comparacion de los parametros seminales en fresco y posterior al

lavado seminal, incluyendo la fragmentacién del ADN espermatico entre ambos.

Tabla 8. Andlisis seminal en fresco en grupos de nacionalidad.

Volumen (mL) 3.02+£2.03 210+0.63 NS

pH 8.05 £ 0.36 8.17 £ 0.21 NS
Concentracién (mill/mL)  51.33+20.24  36.38 + 17.46™ 0.03
Progresivos (%) 43.41 £ 8.40 35.67 £ 9.95* 0.01

No Progresivos (%) 12.25 + 3.67 11.40 +£4.15 NS
Inméviles (%) 44.33 + 6.51 53.10 £ 11.54* 0.001

Vitalidad (%) 78.41+7.45 70.79+10.21* 0.007




Normales (%) 258 +£0.79 212+0.72 NS
Anormales (%) 97.41+0.79 97.87 +0.72 NS
Defectos en cabeza 90.75 +4.63 90.89 £5.29 NS
Defectos en pieza media 84.58 +7.27 88.40 + 5.31 NS
Defectos en flagelo 7.91 +3.55 9.16 £ 4.67 NS
Residuo citoplasmatico 13.83+£7.76 13.61 £6.55 NS
MAI 1.97 £ 0.29 2.33+0.81* 0.01

TZI 2.28 + 0.68 2,91 +1.45* 0.03

SDI 1.84+0.19 1.84 +0.09 NS

DFI (%) 39.39 +£8.07 41.17 + 6.46 NS

Comparacion de los parametros seminales y fragmentacion del ADN espermatico
en fresco. Media + DEM.

La comparacion de los parametros seminales entre nacionales y extranjeros revela
diferencias estadisticamente significativas en la concentracion, motilidad progresiva
y el porcentaje de vitalidad, que, como se puede observar en |la Tabla 8, en el grupo
de extranjeros dichos parametros se encuentran reducidos en contraste con los
nacionales, contrario a lo observado con el porcentaje de espermatozoides
inmoviles, el indice de anormalidades multiples y el indice de teratozoospermia, en
los que se tiene un mayor porcentaje en los extranjeros comparado con los
nacionales, por lo tanto en los pacientes extranjeros seropositivos a VIH, la calidad

seminal es reducida.

Diferente a lo observado en los parametros seminales en fresco, post-lavado la
concentracion, el porcentaje de espermatozoides moviles progresivos y el indice de
fragmentacién del ADN espermatico no mostraron diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos (Tabla 9).




Tabla 9. Analisis seminal post-lavado en grupos de
nacionalidad

PARAMETROS
SEMINALES NACIONALES EXTRANJEROS
Concentracién (mill/mL)  9-33+9.01 4.65+5.24
DFI (0/0) 3147 +5.99 3247 +4.02

Comparacion de los parametros seminales y fragmentacion del ADN espermatico
post-lavado. Media + DEM.

Tomando en cuenta el indice de fragmentacién del ADN espermatico de las
muestras en fresco y post-lavado de las tres clasificaciones analizadas en este
trabajo (edad, etiologia y nacionalidad), a pesar de que las muestras post-lavado
mostraron una reduccion en el DFI, podemos observar valores que siguen siendo >
30 % por lo que el material genético de los pacientes seropositivos a VIH si se ve

muy comprometido con la infeccidn y el tratamiento antirretroviral.

10.4 Correlacion de los parametros seminales en fresco y post-
lavado con la fragmentacion del ADN
Se analizo6 si existia correlacion entre los parametros seminales en fresco, como la
concentracion, volumen, motilidad y la morfologia espermatica, particularmente con
los espermatozoides anormales junto con el porcentaje de sus defectos en cabeza,
pieza media y flagelo, el indice de teratozoospermia, anomalias multiples y de
deformidad, y el indice de fragmentacion espermatica (DFI), determinandose en
este caso que no se observa una correlacion entre estos parametros, tal como se

aprecia en la Tabla 10.




Tabla 10. indice de correlacién en fresco

r p
Volumen -0.21 0.09
Concentracion -0.05 0.69
Progresivos -0.17 0.18
No Progresivos 0.03 0.79
Inmoviles 0.14 0.27
Anormales -0.04 0.72
Defectos en cabeza 0.10 0.43
Defectos en pieza media 0.04 0.73
Defectos en flagelo 0.19 0.13
MAI 0.14 0.26
TZI 0.14 0.26
SDI 0.17 0.18

indice de correlacién (r) entre el porcentaje DFI y los parametros seminales de
muestras en fresco seropositivas a VIH. (Correlacién de Pearson).

Con los datos obtenidos de los parametros seminales post-lavado se analizé si
existia correlacion entre ellos y el indice de fragmentacion del ADN espermatico,
determinando que de manera similar a los parametros seminales y el DFI en fresco,

no existia una correlacion entre ellos (Tabla 11).

Tabla 11. Indice de correlacion post-lavado
PARAMETROS SEMINALES DFI (%)
POST-LAVADO
r P
Concentraciéon (mill/mL) -0.008 0.94
Progresivos (%) -0.09 0.44

indice de correlacion (r) entre el porcentaje de DFI espermatico y parametros
seminales de concentracion y motilidad progresiva (correlacién de Pearson).




11. DISCUSION

En el presente estudio se evalud la calidad seminal de 61 muestras en fresco y post-
lavado de pacientes seropositivos a VIH mediante un analisis seminal siguiendo los
criterios establecidos por el manual de la OMS (WHO, 2020), asi como el nivel de
dano en el ADN espermatico mediante la prueba SCD, confirmandose en primera
instancia una calidad seminal afectada en los pacientes seropositivos a VIH de los
grupos conformados, asi como elevados niveles de fragmentacion del ADN
espermatico, resultados que concuerdan con los observados por Crittenden y

colaboradores en 1992 y Nicopoullos y colaboradores en 2011.

El seminograma es un estudio esencial y rutinario para predecir el potencial de
fertilidad en los varones del mismo modo que proporciona informacién sobre el éxito
de la fertilizacion in vitro mediante técnicas de reproduccion asistida. Este se divide
en analisis macroscoépicos, integrandose por la evaluacion de la licuefaccion, la
viscosidad, el pH, volumen y color de la muestra, dichos parametros también reflejan
informacion sobre la funcidn de las glandulas secretoras; por ejemplo, la viscosidad
que, previo a la licuefaccion de la muestra es normal que se encuentre elevada ya
que facilita el ingreso de los espermatozoides al moco cervical, mantiene la
velocidad espermatica, asi como previene la peroxidacion lipidica. No obstante,
Baskaran y colaboradores (2020) resaltan que, la hiperviscosidad en la muestra
posterior al tiempo en el que debe ocurrir la licuefaccion se asocia a una infecciéon
e inflamacion de las glandulas accesorias o del sistema inmune, viéndose afectada

la motilidad espermatica y calidad seminal.

Lo anterior podria explicar que la mayoria de las muestras evaluadas en este
estudio se encontraban con una viscosidad aumentada por la afectacion del virus
del VIH en el sistema inmune. Con respecto a los demas parametros seminales
macroscopicos analizados, se encontraban dentro de los estandares establecidos
por la OMS.

Dentro del seminograma también se incluye el analisis microscopico, en el que se

evaluan la concentracion, vitalidad, motilidad y morfologia espermatica. Parametros




qgue pueden ayudar a identificar anomalias en el estado del acrosoma, integridad de
la membrana celular e incluso diversos estudios mencionan que de igual forma
mediante ellos es posible darse una idea de la integridad de la cromatina nuclear
(Mangiarini et al., 2013; Sadeghi et al., 2016; Yao et al., 2020) al verse alterada la
motilidad y la morfologia espermatica, no obstante, para corroborar la presencia de
dafo en la cromatina espermatica es recomendable el empleo de cualquiera de las
técnicas disponibles para evaluar el dano o fragmentacion en el ADN espermatico

en complemento con el seminograma.

En el presente estudio, ademas, se realizd una clasificacion de las muestras
dependiendo la edad del paciente, la etiologia y la nacionalidad debido a que cada
uno de esos también se ve implicado en las alteraciones que se pueden encontrar
en la calidad seminal y en caso de este estudio pueden encontrarse incrementadas
debido a la presencia del virus de VIH, por ejemplo, multiples estudios han
determinado que la edad paterna se correlaciona de forma negativa con parametros
seminales como el volumen seminal, la motilidad espermatica progresiva y la
morfologia espermatica, evento observado en este trabajo, encontrando una
concentracion menor de espermatozoides normales en las muestras de pacientes
mayores de 40 anos (1.95 + 0.80) en comparaciéon con pacientes de menor edad, y
en consecuencia, podemos observar un mayor porcentaje de espermatozoides
anormales en dicho grupo (98.04 + 0.80) (Lai et al., 2018; Ulubay et al., 2022).

Con relacion al resto de los parametros seminales no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de edades a diferencia del estudio realizado por
Ulubay y colaboradores (2022), quienes confirmaron diferencias entre menores de
30 afos y mayores de 40 afios con problemas en su fertilidad, viéndose reducidos
parametros como la concentracién y mencionado anteriormente, la motilidad y el
porcentaje de espermatozoides anormales. Estos autores atribuyen este descenso
en los parametros seminales en primera instancia a una disminucién de los niveles
de androgenos relacionada con la edad y una disminuciéon de las funciones del
epididimo y de las glandulas sexuales accesorias que de igual manera ocurren

conforme avanza la edad, asi como alza en los niveles de ERO (Ulubay et al., 2022).




Al analizar las muestras seminales y detectar alguna anomalia en los parametros
se le asigna un nombre a la etiologia de acuerdo con lo sugerido por la OMS en sus
manuales para la examinacién y procesamiento de muestras seminales (2020), el
conocer esta etiologia permite la elaboracién de estrategias para tratarla, ademas
brinda una idea del resultado que se obtendra con un procedimiento de
reproduccion asistida. En adicion, este tipo de etiologias en las muestras seminales
se han correlacionado con elevados indices de fragmentacion del ADN espermatico
(Tang etal., 2020; Liu et al., 2023). En los resultados obtenidos (Tabla 6), los indices
de fragmentacion se encuentran por arriba del 30 % en los grupos con

astenoteratozoospermia, teratozoospermia y otras etiologias.

En este estudio fue relevante clasificar las muestras por etiologia en razén de que
al ser pacientes seropositivos a VIH y encontrarse bajo tratamiento antirretroviral
son mas propensos a presentar alguna de ellas en su muestra o incluso varias en
la misma muestra (Ahmad et al., 2011) como el caso de los pacientes con
astenoteratozoospermia (motilidad < 30 % y morfologia < 4 %), en esta clasificacion
es evidente la diferencia significativa de la mayoria de los parametros seminales
comparandolos con los de las muestras de pacientes normozoospermicos,
principalmente en la concentracién espermatica, el porcentaje de espermatozoides
normales y el indice de teratozoospermia, parametros que al tener alteraciones

pueden influir de forma negativa en el éxito reproductivo (Tang et al., 2020).

Con relacion a la clasificacion de los grupos por nacionalidad es imperativo realizar
mas estudios, por calidad de vida y situaciones ambientales en las que se
encuentran los diversos paises debido a que estos factores influyen en la calidad
de sus muestras seminales. En el presente trabajo se encontré la calidad seminal
reducida en el grupo de extranjeros contrastado con el de los nacionales
principalmente en la concentracién espermatica, el porcentaje de espermatozoides
moviles progresivos, el porcentaje de espermatozoides inmdoviles, siendo mayor en
el grupo de extranjeros en comparacion con los nacionales y el indice de
teratozoospermia. Datos que podrian explicarse por los contaminantes que hay en

el ambiente en paises mas industrializados ya que se ha postulado que las toxinas




ambientales contribuyen en una disminucion de la calidad espermatico, en particular
menor concentracion espermatica y volumen seminal, asi como una morfologia

anormal mas elevada (Mann et al., 2020).

En general, en las tres clasificaciones evaluadas en este trabajo (edad, etiologia y
nacionalidad) y tomando en cuenta los resultados obtenidos mediante la evaluacion
de la calidad seminal de las muestras de pacientes seropositivos a VIH, se puede
observar disminucién en esta teniendo como referencia los limites de decision

establecidos por el manual de la OMS para pacientes normozoospermicos.

De acuerdo con algunos estudios, el VIH al encontrarse en células presentes en el
liquido seminal y al tener la capacidad de adherirse a los espermatozoides por
medio del acrosoma, pieza media o en parte del flagelo, podria generar afectacion
en algunos parametros seminales. Asi también, esta claro el efecto que puede tener
el tratamiento antirretroviral sobre el gameto masculino, principalmente en la
motilidad y concentracion espermatica, el volumen seminal e incluso hay reportes
gue encontraron cambios en el pH de las muestras como en el estudio realizado por
Nicopoullos y colaboradores en 2004, no obstante, en nuestros datos no se encontré

alteracion en este factor.

Comparado con otros analisis, en los resultados del estudio no se encontré una
concentracion espermatica por debajo de los limites de referencia propuestos por la
OMS (<16 millones/mL) con excepcion del grupo de otras etiologias (11.66 + 3.14),
sin embargo, tomando en cuenta los resultados obtenidos en el trabajo de
Nicopoullos y colaboradores en 2004, las concentraciones espermaticas son
menores comparandose con las muestras de pacientes fértiles. La motilidad
espermatica en las muestras evaluadas en el presente estudio fue otro parametro
que se detecto reducido, del mismo modo que Kato y colaboradores (2006) y Garolla
y colaboradores (2013) quienes reportaron alteraciones en la motilidad espermatica
principalmente una motilidad progresiva lenta y motilidad no progresiva en las
muestras de pacientes seropositivos a VIH comparandolos con su grupo control.

Este comportamiento en la motilidad del espermatozoide es desfavorable ya que




una buena motilidad es de vital importancia para que se dé una fecundacion exitosa,
y el mecanismo por el cual esta puede disminuir es mediante el dafio mitocondrial
que se ha visto que es provocado principalmente por los medicamentos

antirretrovirales (Ahmad et al., 2011).

La morfologia espermatica también es un parametro importante a analizar, esto
debe hacerse de forma minuciosa para detectar las alteraciones en cualquier zona
del espermatozoide (cabeza, pieza intermedia y flagelo), este parametro nos puede
dar una idea sobre qué esta pasando en la espermatogénesis y se cree que puede
tener impacto durante la fecundacion. Estudios han reportado una morfologia
alterada en pacientes infectados con VIH en un rango de entre el 58-80 % de las
muestras analizadas, encontrando alteraciones principalmente en la cabeza y
flagelo (Muciaccia et al., 2007). De manera similar, nuestros resultados demuestran
gue en estos pacientes hay elevados porcentajes de espermatozoides anormales
con alteracion en la cabeza y por lo tanto un elevado indice de teratozoospermia.
En los espermatozoides anormales de estas muestras seminales generalmente se

detecta ADN VIH-1 positivo y con ello un porcentaje mayor de ADN fragmentado.

La afectacion en los parametros seminales de los pacientes infectados con VIH se
ha relacionado con varios factores, pero aun no esta bien claro el mecanismo por el
que el VIH es capaz de alterar estos parametros. Entre los factores que se cree que

afectan la calidad seminal se encuentra:

- El efecto de la enfermedad mas avanzada y la infeccion con otros

microorganismos sobre la espermatogénesis.

- ElI aumento en las ERO generadas por el virus y por los medicamentos
antirretrovirales, asi como cambios en el metabolismo del espermatozoide

por la toxicidad mitocondrial generada por el tratamiento (Savasi et al., 2018).

- Oftro factor argumentado por Nicopoullos y colaboradores (2004) que no es
efecto directo del virus del VIH, sino una de las consecuencias de padecerlo,

es el tiempo de abstinencia sexual, ya que se sabe que lapsos prolongados




sin actividad sexual también afectan en la calidad seminal, y los hombres
infectados con VIH suelen tener periodos de abstinencia mas prolongados
por efecto de la enfermedad sobre el libido, también para prevenir la
seroconversion de su pareja y porque existen diferencias culturales con

relacion a la masturbacion.

- La baja motilidad se ha relacionado con niveles bajos en la testosterona
detectados en los pacientes infectados con VIH (Nicopoullos et al., 2004). De
hecho, se ha demostrado que es comun que hombres con VIH padezcan de

hipogonadismo y trastornos endocrinos (Sauer, 2005).

Lo anterior puede explicarse mediante lo postulado por Frainais y colaboradores
(2010), quienes agregan que los linfocitos infectados pueden interactuar con las
células de Leydig y disminuir los niveles de testosterona por inhibiciéon de la

esteroidogénesis o disfuncion del eje pituitario.

La variacion entre los resultados del analisis de los parametros seminales en estos
pacientes infectados con VIH encontrada entre diversos autores que encuentran
afectada o no la calidad seminal puede deberse a la cantidad de muestras
evaluadas, a variaciones en las metodologias e incluso diferencias en el grado de

infeccion por VIH en los grupos de estudio

Con respecto a los indices de fragmentacion del ADN espermatico elevados
registrados en este estudio, teniendo valores mayores del 30 % en todos los grupos
analizados de las muestras seropositivas a VIH, estos resultados también
concuerdan con los encontrados por Bujan y colaboradores (2007); Muciaccia y
colaboradores (2007) y Frainais y colaboradores (2010), donde se registraron tasas
de fragmentacion del ADN espermatico en muestras de pacientes seropositivos a
VIH en comparacién con un grupo control. En adicién Garolla y colaboradores
(2013) establecen que los espermatozoides infectados pueden ser portadores de

aneuploidias y del ADN fragmentado.




Los niveles elevados de fragmentacion del ADN generan muchos problemas al
momento de la fecundacion y posterior desarrollo embrionario implicando incluso
transmision de defectos genéticos a la descendencia. En este aspecto, Evenson y
colaboradores (2002) establecieron una escala y determinaron cuatro categorias
para el potencial fertilizante del espermatozoide segun el indice de fragmentacion
del ADN en las muestras, dichas categorias son: i) excelente si el DFI <15 %; ii) alto
si el DFI 15-24 %; iii) bajo si el DFI 25-30 %; iv) muy bajo si el DFI >30 %. Por lo
tanto, en nuestro estudio determinamos que las muestras seminales evaluadas
tenian un potencial fertilizante muy bajo al ser todos los DFI > 30 % tanto en fresco

como después del lavado seminal.

Existen diversos factores a los que se puede atribuir los elevados valores de
fragmentacion del ADN espermatico en estos pacientes. En primer lugar, se
reconoce que en muestras seminales de pacientes infectados con enfermedades
virales crénicas como el VIH puede haber un efecto directo del virus en la estructura
nuclear de la muestra, asi como un efecto indirecto que afecta la integridad del ADN
espermatico por medio del estrés oxidante producido por reacciones inflamatorias
durante el transcurso de la infeccion. En relacion con el dafio en el ADN provocado
por el estrés oxidante, estudios han detectado que los virus del VIH-1 inducen la
produccion de radicales libres y tienen defensas reducidas contra el estrés oxidante
(Frainais et al., 2010). La sobreproduccion de ERO provoca la peroxidacion lipidica
que es responsable del dafo en la cromatina y roturas de la cadena de ADN del

espermatozoide (Savasi et al., 2018).

Otro de los factores reportados que afectan la calidad del ADN espermatico es el
consumo del tratamiento antirretroviral recetado para pacientes infectados con VIH,
en particular con los inhibidores de los nucledsidos de la transcriptasa inversa que
Frainais y colaboradores (2010) mencionan que aumentan las alteraciones del ADN
espermatico nuclear. La elevada tasa de fragmentacion del ADN encontrada tras el
uso de la terapia antirretroviral puede explicarse por la hipotesis de que tienen la

capacidad de modificar el nucleo del esperma y aumentar la apoptosis nuclear.




Esta claro que el tratamiento antirretroviral ha mejorado de forma significativa el
pronostico de los pacientes infectados por VIH-1, a pesar de ello, se ha reportado
que tiene efectos perjudiciales como la toxicidad mitocondrial de células somaticas
como las neuronas. Ademas, como se menciond anteriormente, también se ha
informado de un efecto sobre los parametros del gameto masculino principalmente
sobre la concentracién y la motilidad espermatica, misma que también se ve
afectada por disminucién de la actividad mitocondrial (Ahmad et al., 2011).
Relacionado con lo anterior, Pavili y colaboradores en 2010 encontraron una
disminucion en el numero de copias del ADN mitocondrial (ADNmt) en el
espermatozoide relacionado con el uso de HAART, afectacion también reportada

por Garolla y colaboradores en 2013.

Pese a determinar una mala calidad seminal y niveles elevados en la fragmentacion
del ADN espermatico entre los grupos analizados, en nuestro estudio no se encontro
alguna correlacion entre alguno de los parametros afectados y el dafio que tenia el
ADN, que en comparacion con los resultados obtenidos por diversos autores como
Gu y colaboradores (2018) y Liu y colaboradores (2023), quienes determinaron que
el indice de fragmentacion del ADN espermatico (DFI) estaba correlacionado con la
edad del paciente, la concentracion espermatica, tasa de motilidad de los
espermatozoides y el porcentaje de espermatozoides anormales. Sin embargo, os
resultados obtenidos en el presente trabajo en cambio, concuerdan con los
obtenidos por Tang y colaboradores (2020) ya que ellos no encontraron una relacion

entre la morfologia espermatica y el DFI.

Asi mismo, se observo la capacidad de la técnica de lavado seminal para recuperar
muestras con una mejor calidad en relacién con la motilidad progresiva y el DFI,
comparada con su estado en fresco, otra de las ventajas de esta técnica es la
prevencion de la seroconversién del conyuge y del feto, reportado también por Bujan
y colaboradores en 2007, donde también se reporté que en las 967 mujeres tratadas
con lavado seminal para procedimientos de reproduccion asistida no ocurrié
ninguna seroconversion usando este método, pese a ello aun existe un 10 % de

probabilidad de que posterior al lavado la muestra resulte positiva y resulte en una




seroconversion como informan Sauer y Choi en 2006, en donde se reportd la
seroconversion de una paciente tras el procedimiento de reproduccion asistida con
lavado seminal de VIH, cabe resaltar que el paciente infectado no se encontraba

bajo terapia antirretroviral (Frainais et al., 2010; Nicopoullos et al., 2010).

Esta técnica de reproduccion asistida mediante la centrifugacion en gradientes de
densidad junto con la técnica de “swim-up” separa de forma eficaz la fraccion
moviles de los espermatozoides del plasma seminal y de células no moéviles en
especial de linfocitos CD4 positivos que son objetivos principales de la infeccién por
VIH (Sauer, 2005). También Muciaccia y colaboradores (2007) mencionan que en
conjunto esas dos técnicas permiten la recuperacion Unicamente de
espermatozoides moviles, generalmente con una morfologia normal, membranas

intactas y empaquetamiento de ADN normal.

La eliminacion de estos viriones encontrados en el plasma seminal también se ha
relacionado e informado que varia dependiendo de la carga viral seminal, por esta
razon no se debe realizar el procedimiento de lavado seminal si la carga viral del
VIH-1 es de 10 000 copias de ARN/mL y que sea indetectable en sangre (Muciaccia
et al., 2007).

Actualmente el lavado seminal de estas muestras seguidas por un procedimiento in
vitro, recomendando principalmente el uso de ICSI, sigue siendo el método mas
efectivo para las parejas serodiscordantes con deseo de tener hijos y reducir el
riesgo de transmision del VIH a los recién nacidos (Carvalho et al., 2020). Sin
embargo, es importante mencionar a los pacientes que estos procedimientos no
estan exentos de riesgos ya que sigue existiendo la posibilidad de transmitir la

infeccion.




12. CONCLUSIONES

El virus del VIH y el uso de antirretrovirales como tratamiento generan reduccién en
la calidad seminal obteniendo muestras con diferentes etiologias como
astenoteratozoospermia y teratozoospermia, e incremento en la fragmentacion del

ADN espermatico, principalmente en pacientes mayores de 40 afios.

El lavado seminal para muestras de pacientes seropositivos a VIH, ademas de
reducir la carga viral de las muestras, permite la recuperacion de espermatozoides
con mejor calidad en cuanto a morfologia y motilidad progresiva, asi como menor

indice de la fragmentacién del ADN espermatica.

En el presente estudio no se encontré una correlacion entre la calidad seminal en
fresco de pacientes seropositivos a VIH con la fragmentacion del ADN espermatico,
sin embargo, en estos resultados se muestran niveles elevados en el indice de
fragmentacion espermatica en todas las muestras evaluadas, por lo que debe ser
considerado como necesaria la evaluacion de la fragmentacion del ADN

espermatico de forma rutinaria en este tipo de muestras.
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14. ANEXOS.
Consentimiento informado para realizar lavado seminal para muestras con
VIH.

Consentimiento informado para llevar a cabo técnicas
de reproduccion asistida en parejas serodiscordantes
para VIH (varén VIH +).

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LLEVAR A CABO TECNICAS DE
REPRODUCCION ASISTIDA EN PAREJAS SERODISCORDANTES PARA VIH

(VARON VIH +)
Fecha:

Sra.
DE ANOS DE EDAD, CURP,
Y DOMICILIO EN
St
DE ANOS DE EDAD, CURP
Y DOMICILIO EN

Los pacientes abajo firmantes constituimos una pareja en que el varén presenta
anticuerpos VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana, en adelante VIH) positivos,
siendo la mujer negativa para dichos anticuerpos. Expresamos la voluntad de
tener descendencia y por este motivo queremos ser incluidos en el Programa de
Reproduccion asistida con semen tratado para parejas sercdiscordantes para ViH.

Estamos conscientes de que conseguir una gestacién en nuestro caso, por medio
de relaciones sexuales, comporta un riesgo de transmision del VIH. Hemos sido
informados de que se han desarrollado técnicas de procesamiento de las
muesiras de semen en el laboratorio y de reproduccién asistida que consiguen
reducir la presencia de VIH en semen y por tanto, minimizar considerablemente el
riesgo de transmision,




Consentimiento informado para ilevar a cabo técnicas
de reproduccién asistida en parejas serodiscordantes
para VIH (varén VIH +),

Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, y el hecho de que la fiabilidad
de las técnicas ulilizadas (procesamiento de muestras y técnica de deteccion de
VIH en semen) no aicanza el 100% y habiendo sido informados de ofras
alternativas existentes para conseguir embarazo (técnicas de reproduccion
asistida utilizando semen de donante), aceptamos libremente la responsabilidad
del minimo riesgo de contagio que pueda derivarse de la practica de dicha técnica.

Para descartar toda posibilidad de seroconversion, la paciente se compromete a
realizar, tanto si se consigue el embarazo como si no se consigue, una
determinacion de VIH en sangre en los tiempos que el médice indique. Ademas,
en caso de embarazo, adquinmos el compromiso de realizar en la mujer una
determinacion de anticuerpos ViH cada tres meses hasta el parto. Una vez nacido
el bebe, asumimos el compromise de realizar la prueba de VIH tanto al bebe como
a la madre del mismo cada 3, 6 8 y 12 meses posteriores al parto.

Manifestamos por tanto con nuestra firma Ia voluntad de ser sometidos a una
técnica de reproduccion asistida utilizando semen previamente tratado en el
laboratorio y testado para los anticuerpos de VIH.

Hemos comprendido las explicaciones que se nos han facilitado en un lenguaje
claro y sencillo, tanto el médico como e bidlogo que nos ha atendido nos ha
permitido realizar todas las observaciones y nos ha aclarado todas las dudas que
le hemos planteado. La informacion nos ha sido facilitada con anticipacion
suficiente para que podamos reflexionar con caima y decidir libre y
responsablemente, y nos ha sido comunicada 24 horas antes del procedimiento de
referencia. También comprendemos que, en cualquier momento y sin necesidad
de dar ninguna explicacién, podemos revocar el consentimiento que ahora
prestamos. Por elio, manifestamos que estamos satisfechos/as con la informacién
recibida y que comprendemos el aicance y los riesgos del tratamiento.




Consentimiento informado para llevar a cabo técnicas
de reproduccion asistida en parejas serodiscordantes
para VIH (varén VIH +).

VARON CON INFECCION POR EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA
(VIH)

(Cuestionario confidenclal a rellenar por ¢l médico responsable)

1.- Edad:

2.- Via de contagio (si conocida):

3.- Tiempo de evolucion de la enfermedad:

4.- Estadio clinico-inmunolégico:

5.- Clinica actual:

6.- Carga viral (copias ARN/mI) actual o Ultima (con fecha):

7.- Nivel de CD4/mm3 actual o ditimo (con fecha):

8.- Patologias o toxicomanias asociadas (previas o actuales):




Consentimiento informado para llevar a cabo técnicas
de reproduccién asistida en parejas serodiscordantes
para VIH (varén VIH +),

Autorizacion:

Autorizamos libremente a la clinica de reproduccion asistida, a proceder con
cualquier técnica de reproduccién asistida que necesite con el objetivo de
conseguir un embarazo.

En a de de
Firma de la paciente Firma del paciente
Firma del Médico Firma del testigo

El presente Consentimiento debera estar firmado por los pacientes en
TODAS sus hojas y por ambas caras,




Consentimiento informado para llevar a cabo técnicas
de reproduccion asistida en parejas serodiscordantes
para VIH (varén VIH #).

9.- Tratamiento antirretroviral actual {combinacién de farmacos, dosis diaria y
tiempo de administracion):

10.- Cumplimiento del tratamiento antirretroviral (sefialar).

Siempre ( ) Frecuente ( ) (especificar).

Ocasional (especificar) ( ) Nunca ( )

11.- Otros tratamientos recibidos (antibiéticos, antivirales, profilaxis, vacunas, efc).

12 Afectacion genital conocida o previa (indicar tipo y momento). Uretritis,
orquitis, epididimitis, herpes, sifilis, gonococia, condilomatosis, molusco
contagioso, chancroide, etc.

Nombre del médico:

Firma,
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