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Resumen

El virus del Papiloma Humano (VPH) es la enfermedad de transmisión sexual más común que
existe. A pesar de que la infección en mujeres ha sido ampliamente estudiada, el riesgo en los hombres
se ha subestimado ya que se creía que la mayoría de las infecciones eran benignas. Añadido al cáncer
del aparato genital masculino, la infertilidad ha sido uno de los efectos negativos de la infección del
VPH y el impacto del virus en diversos aspectos como los parámetros seminales, los resultados de
las técnicas de reproducción asistida (ART, por sus siglas en inglés) y la fragmentación del ADN
espermático ha sido un tema controversial. Además, la prevalencia del VPH en el semen suele variar
entre el 10 y 30% en la población masculina. Por eso se implementó un protocolo de extracción de
ADN viral en semen y se optimizó un PCR punto final para la detección del VPH en el semen. Se
determinó que la prevalencia del VPH en el semen de pacientes de una clínica de fertilidad en la
ciudad de Guatemala es del 71.0%; lo que comprueba la necesidad de eliminar el concepto errado de
que la infección y la vacunación del VPH son exclusivamente del sexo femenino. Para este estudio,
fue posible afirmar que el VPH no produce un efecto sobre la fragmentación del ADN espermático
ni sobre otros parámetros seminales importantes como la concentración espermática, la movilidad
progresiva y la morfología. Se recomienda realizar la tipificación de los tipos de VPH para determinar
la prevalencia de los tipos de VPH de alto riesgo y bajo riesgo, con lo cual se podría evaluar el riesgo
de desarrollo de cáncer en la población masculina guatemalteca.
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CAPÍTULO 1

Introducción

El virus del Papiloma Humano (VPH) es la enfermedad de transmisión sexual (ETS) más común
que existe, tanto en mujeres como en hombres. Según la Organización Mundial de la Salud -OMS-
(2020), el VPH es uno de los factores causales más importantes asociados con el cáncer de cérvix en
las mujeres de todo el mundo, con más de 150 genotipos descritos. En cuanto a la infección masculina,
se asumía que era benigna, causante únicamente de verrugas genitales, y que no tenía tendencia a
desarrollar un cuadro clínico maligno. No obstante, nuevos descubrimientos han demostrado que
causa cáncer de pene, ano, recto y del tracto orofaríngeo, los cuales, sin un tratamiento adecuado,
pueden desencadenar la metástasis y posteriormente la muerte. Añadido a esto, se ha observado que
la infección puede afectar severamente la fertilidad masculina (Bossi et.al., 2019; Elder et.al., 2005;
Moreira et.al., 2014; Nasseri et.al., 2015).

La presencia del VPH en el semen hace que la asociación entre una infección por VPH y la
infertilidad masculina sea factible y la prevalencia suele ser de 2 a 31% en la población masculina,
habiendo variaciones según el país de estudio (Moghimi et.al., 2019). Sin embargo, la asociación
entre este virus y los parámetros seminales es controversial ya que ciertos estudios demuestran que
no existe una correlación significativa entre una infección por VPH y los parámetros anormales,
mientras que otros demuestran que sí posee efectos negativos, especialmente en la concentración
y movilidad espermática. De igual forma, sigue siendo debatible si la presencia del VPH puede
inducir la fragmentación del ácido desoxirribonucleico (ADN) espermático y, en general, afectar los
resultados de las técnicas de reproducción asistida (ART, por sus siglas en inglés) mediante tasas
reducidas de fertilización y tasas incrementadas de abortos (Behboudi et.al., 2018; Kato et.al., 2021;
Bossi et.al., 2019; Depuydt et.al., 2021; Tangal et.al., 2019; Boeri et.al., 2019; Connelly et.al., 2001;
Lee et.al., 2002; Kaspersen et.al., 2013; Zacharis et.al., 2018).

Por lo tanto, el objetivo principal de este estudio es determinar la prevalencia del VPH en
el semen de pacientes que asisten a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala
mediante la detección molecular por reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) punto final e identificar el efecto que causa en la fragmentación del ADN espermático por
medio de una prueba de dispersión de la cromatina espermática (SCD, por sus siglas en inglés).
Junto con la implementación de un protocolo de extracción de ADN viral en el semen que facilite la
detección molecular del VPH, se podrá establecer un precedente sobre la prevalencia de la infección
del VPH en hombres de Guatemala y contribuir a la evidencia que relaciona al VPH y la infertilidad
masculina.
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CAPÍTULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Determinar la prevalencia del virus del Papiloma Humano (VPH) en el semen de pacientes que
asisten a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala e identificar el efecto que causa
en la fragmentación del ADN espermático.

2.2. Objetivos específicos

Implementar un protocolo de extracción de ADN viral en semen.

Determinar la prevalencia del virus del Papiloma Humano (VPH) en el semen de pacientes que
asisten a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala mediante la detección
molecular por PCR punto final.

Identificar el efecto de la presencia del virus del Papiloma Humano (VPH) en el semen de
pacientes que asisten a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala sobre la
fragmentación del ADN espermático por medio de una prueba de dispersión de la cromatina
espermática (SCD).

2



CAPÍTULO 3

Justificación

La prevalencia del VPH en el semen suele ser de 2 a 31% en la población masculina en general
(Moghimi et.al., 2019), aunque a nivel nacional sigue siendo desconocida. A pesar de que el impacto
de una infección por este virus en mujeres ha sido ampliamente estudiado, el riesgo en los hombres
se ha subestimado ya que se creía que la mayoría de las infecciones eran benignas. Añadido al cáncer
del aparato genital masculino, la infertilidad ha sido uno de los efectos negativos de la infección del
VPH y el impacto del virus en diversos aspectos como los parámetros seminales, los resultados de
las ART y la fragmentación del ADN espermático ha sido un tema controversial.

A través de la detección molecular por PCR, se pretende determinar la prevalencia del VPH en
el semen de pacientes que asisten a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala;
estos resultados son de gran valor para la salud pública del país ya que proveerán una pauta de
la prevalencia del virus en el sexo masculino y, a la vez, demostrarán la importancia de eliminar
el concepto errado de que la infección del VPH y la vacunación son exclusivamente de mujeres.
Identificar el efecto de la presencia de VPH en el semen sobre la fragmentación del ADN espermático,
por medio de la prueba SCD, contribuiría al conjunto de evidencia que relaciona al VPH y la
fertilidad masculina. Una vez la evidencia disponible sea unánime y de ser esta relación negativa, la
prueba del VPH podría incluirse dentro del panel de pruebas infecciosas como parte de las pruebas
complementarias para la detección de la infertilidad masculina en las clínicas de fertilidad.

Así pues, la extracción de ADN viral en semen representa un reto para la detección molecular
ya que el semen posee inhibidores de PCR que podrían inhibir la amplificación del ADN objetivo;
siendo esta una de las razones por las cuales actualmente no se lleva a cabo de forma rutinaria en
los laboratorios. Las enzimas del fluido seminal, la lactoferrina y los residuos de zinc producidos
por la próstata para la protección de la condensación de cromatina de los espermatozoides inhiben
la acción de la Taq polimerasa (Abou-Setta, 2004; Manuja et.al., 2010). Los polisacáridos como
glucógeno interrumpen el proceso enzimático imitando la estructura de los ácidos nucleicos y los
iones de calcio inhiben la actividad de la polimerasa al competir con los co-factores de la enzima
(Acharya et.al., 2017). Por lo tanto, la implementación de un protocolo para la extracción de ADN
viral en semen facilitaría la detección molecular del VPH.
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CAPÍTULO 4

Marco teórico

4.1. Virus del Papiloma Humano (VPH)

Las infecciones de transmisión sexual (ITS) se caracterizan por ser una de las patologías más
frecuentes en el mundo y, según la Organización Mundial de la Salud (OMS), una de cada 100
personas acude a consulta por lo menos una vez al año debido a una infección de transmisión sexual.
El principal problema de estas infecciones radica en la falta de diagnóstico, lo cual se debe a que la
mayoría de los portadores desconocen su existencia (Hernández et.al., 2016). Así pues, la infección
por Virus del Papiloma Humano (VPH) se clasifica como una ITS y se estima que alrededor del
75% de la población mundial es VPH positiva (Fenizia et.al., 2020).

4.1.1. Partículas virales, genoma y organización

Los Virus del Papiloma Humano (VPH) son un grupo de virus de ADN sin envoltura pertene-
cientes a la familia Papillomaviridae. Las partículas virales consisten en una cápside icosaédrica que
rodea a una molécula de ADN circular de doble hebra de aproximadamente 8,000 pares de bases de
las cuales una hebra, que contiene tres regiones genómicas, es utilizada como molde para la trans-
cripción. Dichas regiones son la temprana (E, por su nombre early en inglés), que codifica las siete
proteínas necesarias para la replicación viral, la tardía (L, por su nombre late en inglés) que codifica
las dos proteínas de la cápside viral y la tercera región conocida como larga de control (LCR, por
su nombre long control en inglés) que comprende las secuencias de control para la replicación y
transcripción viral (Harden y Munger, 2016).

Las proteínas de la replicación incluyen la E1, E2, E4, E5, E6, E7 y E8. La E1 codifica para una
helicasa viral de ADN dependiente de ATP y la E2 desempeña funciones tanto en la transcripción
como en la replicación. La E4 interrumpe la estructura de los filamentos de citoqueratina mediante
su unión y juega un papel importante en el escape viral de las capas epiteliales cornificadas. La E5
es una proteína pequeña transmembranal que cumple un rol específico en la apoptosis y la evasión
de la respuesta inmune. En cuanto a la E6 y E7, ambas dirigen la entrada del ciclo celular para la
amplificación genómica en capas epiteliales superiores y poseen actividades oncogénicas. Por último,
las proteínas codificadas por la región L son la proteína de la cápside mayor, L1, y la menor, L2;
siendo las cápsides conformadas en un 95% por la L1 y en un 5% por la L2 (Harden y Munger,
2016).
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Figura 4.1: Micrografía electrónica de partículas del VPH teñidas negativamente.

(Doorbar et.al., 2016).

4.1.2. Infección y ciclo de vida

Para establecer una infección persistente, el VPH infecta específicamente las células basales dado
que son las únicas células en el epitelio escamoso capaces de sostener la división celular. Sin embargo,
las células basales se encuentran protegidas por varias capas de células diferenciadas que dificultan
el acceso del virus y restringen a que la infección se de a través de micro heridas que expongan las
capas epiteliales inferiores o en las células más vulnerables y accesibles como las localizadas en la
zona de transformación escamo-columnar en el cérvix y el ano (Harden y Munger, 2016).

Para la unión del virus, los proteoglicanos de heparán sulfato (HSPGs, por sus siglas en inglés)
sirven como los receptores de unión en las células basales e inducen cambios conformacionales en
la cápside viral para su unión a un receptor de entrada. Luego, el virus es endocitado mediante un
mecanismo parecido a la macropinocitosis y los viriones son transportados por el sistema endosomal,
en donde sufren cambios estructurales que llevan a la disociación de la L1. El movimiento del virus
del citoplasma hacia el núcleo es mediado por microtúbulos formados por la interacción de vesículas
asociadas a la L2 y proteínas motoras y la entrada del genoma viral al núcleo es un proceso mediado
por la L2 (Harden y Munger, 2016; Doorbar et.al., 2016).

Después de la infección y antes del mantenimiento del genoma viral en el núcleo, ocurre una
amplificación inicial del genoma en donde la E1 y E2 son necesarias para alcanzar entre 50 a 100
copias virales. El genoma viral se replica una vez por cada ciclo celular durante la fase S, asegurando
una infección persistente en las células basales por años a décadas hasta que, en cierto punto, hay
un cambio de un mantenimiento del genoma a una replicación de ADN vegetativa, la cual propicia
el empaquetamiento del genoma en viriones. En este tipo de replicación, añadido al rol de la E1 y
la E2, el VPH activa la maquinaria celular de replicación de ADN y permite la síntesis vegetativa
de ADN viral por medio de la E6 y E7. Para completar el ciclo de vida, ocurre la entrada de la
L1 y L2 al núcleo a través de moléculas transportadoras y, posteriormente, el ensamblaje de la L1
que, junto con la ayuda de la L2 y la acumulación de enlaces disulfuro entre las proteínas, generan
la condensación de la cápside y el aumento en la estabilidad y resistencia. Dado que los VPH no
son líticos, la liberación viral ocurre por la pérdida de la integridad estructural de la célula y la
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unión a filamentos específicos; siendo ambos procesos promovidos por la E4 (Harden y Munger,
2016; Doorbar et.al., 2016).

El periodo de incubación del VPH varía entre tres semanas a ocho meses y el ciclo de infección
tiende a ser completado entre dos a tres semanas. La mayoría de las infecciones por este virus son
subclínicas y pueden ser asintomáticas o presentar síntomas muy leves. Aproximadamente el 10
al 30% de las mujeres poseen una regresión espontánea de infección en tres meses, pero el 90%
son capaces de eliminar la infección en dos años, principalmente por el desarrollo de una inmunidad
celular caracterizada por la producción anticuerpos contra la L1. Además, el 10 al 15% de mujeres no
desarrollan una respuesta inmune suficiente y permanecen infectadas de forma persistente, siendo
este grupo el que posee mayor riesgo de desarrollar una enfermedad de alto riesgo y cáncer. En
cambio, en hombres, no se cuenta con una cifra exacta respecto a esto. Por eso, desde una perspectiva
biológica, el VPH es un patógeno muy exitoso; es decir, puede inducir infecciones crónicas sin ningún
síntoma sistémico, lo que permite que el huésped transmita grandes cantidades de partículas virales
a individuos sanos (Pereira et.al., 2015).

Figura 4.2: Organización y ciclo de vida del VPH.

(Lazarczyck et.al., 2009).

4.1.3. Tipos de VPH

Los VPH pueden infectar células epiteliales basales de la piel o del revestimiento interno de los
tejidos. Debido a esta característica pueden clasificarse como cutáneos, los cuales son epidermotró-
ficos e infectan la piel de manos y pies, o mucosos, que infectan el revestimiento de la garganta,
la boca, el tracto respiratorio o el epitelio anogenital. Además, según su asociación con el cáncer
y lesiones precursoras, los VPH pueden ser clasificados en alto y bajo riesgo. Los de alto riesgo
incluyen al tipo 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 58, 59, 66, 68, 73 y 82 y están asociados con cáncer
orofaríngueo y anogenital como cervical, vulvar, vaginal, anal y de pene. Entre estos, el genotipo 16
es el más carcinogénico y, junto con el tipo 18, son los responsables de aproximadamente el 70%
del cáncer cervical. Dentro de los de bajo riesgo se encuentran el tipo 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61
y 72 y están asociados a verrugas cutáneas y genitales, siendo el genotipo 6 y 11 los más comunes
y los responsables del 90% de las lesiones genitales (Burd, 2003; Braaten y Laufer, 2008; Wang y
Palefsky, 2015).

4.1.4. Epidemiología

Mundialmente, el VPH es una prioridad de salud pública por los numerosos casos de infección y
por ser la causa primaria de cáncer entre las mujeres. La prevalencia por continente es variable, pero
se estima que supera el 30% en cada región, a excepción de Asia, y tiende a ser mayor en países
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en desarrollo en donde alcanza un 42% mientras que en los desarrollados es de un 22% (Manini y
Montomoli, 2018; Kombe et.al., 2021).

Según estudios, la prevalencia del VPH en mujeres es mayor en regiones específicas como África
Oriental y Latinoamérica, mientras que en países europeos la prevalencia es relativamente baja.
En hombres, tanto la prevalencia global como la tasa de transmisión es muy similar a la de las
mujeres dado que el VPH anogenital es, en su mayoría, transmitido sexualmente. Los homosexuales
y los VIH-positivos poseen un mayor riesgo de infección, con una alta incidencia de infección anal
de VPH mayor al 90% en comparación con los hombres heterosexuales, en quienes el número de
parejas sexuales determina el riesgo de contraer una infección. Además, la tasa de infección en
hombres jóvenes y adultos tiende a ser igual de alta mientras que, en mujeres, aquellas menores a
25 años son las más infectadas (Kombe et.al., 2021; Bogale et.al., 2020).

Por lo tanto, se ha determinado que la pobreza, junto con la falta de protección durante relaciones
sexuales y un alto número de parejas sexuales, son las principales causas de transmisión del VPH.
La mayoría de las mujeres comienza a tener relaciones sexuales a una edad temprana, razón por la
cual existe una prevalencia más alta del VPH mucoso en mujeres jóvenes, especialmente en países de
bajos recursos. Así mismo, costumbres culturales como matrimonios tempranos y los altos índices
de divorcio son factores determinantes en el aumento de transmisión viral. No obstante, la mayoría
de las mujeres son capaces de eliminar la infección rápidamente por su inmunidad competente, lo
cual concuerda con las tasas decrecientes de infección en mujeres mayores a 25 años. En hombres,
la prevalencia invariable por la edad se debe a que la mayoría de estos tiene relaciones sexuales
con mujeres jóvenes infectadas y a que, en comparación con las mujeres, poseen un bajo potencial
para desarrollar inmunidad, incluso después de varias exposiciones. Esto sugiere que los hombres son
reservorios o vectores del VPH para mujeres y cualquier carácter sexual es un método potencial de
transmisión (Kombe et.al., 2021).

4.2. Antecedentes de VPH en Guatemala

El primer reporte de VPH en Guatemala se registró en 1992 en un estudio prospectivo con niños
de la calle de la Ciudad de Guatemala abusados sexualmente, en donde se encontró que 39 de 143
eran VPH positivos. En el año 2005, con dos grupos de mujeres del departamento de Escuintla,
uno de alto riesgo conformado por sexoservidoras y otro de bajo riesgo por mujeres que asistieron
al centro de salud, se encontró la presencia de VPH en el 25% de la población de alto riesgo y un
7% en la población de bajo riesgo. Para el 2011, el Instituto Nacional de Cancerología (INCAN)
reportaba anualmente 4,000 muertes por cáncer, siendo el cáncer cervical la tercera causa de muerte
relacionada con cáncer en mujeres mayores de 30 años. Asimismo, el Ministerio de Salud indicaba
que el 87% de los casos de cáncer cervical afectaban a mujeres entre 30 y 69 años, mientras que
el 73% de los casos afectaban a mujeres entre 30 y 50 años. En el mismo año, un estudio reportó
una prevalencia del 26% de VPH en 291 mujeres guatemaltecas que asistían a la Asociación Pro
Bienestar de la Familia (APROFAM; Torres, 2011).

Según el Observatorio Global del Cáncer (GCO, por sus siglas en inglés), en el 2020 se registraron
1,555 nuevos casos y 872 muertes, siendo el cáncer cervical la segunda causa principal de fallecimien-
tos por cáncer en mujeres. Sin embargo, la Organización Mundial de la Salud (OMS) recomendó
a Guatemala cumplir para el 2030 con el 90% de cobertura de vacunación, el 70% de cobertura
de tamizaje y el 90% de cobertura en tratamiento con el fin de eliminar el cáncer cérvico uterino
para 2085. En Guatemala se administran las vacunas Gardasil®, para los tipos 6, 11, 16 y 18 del
VPH, y Cervarix®, para los tipos 16 y 18 del VPH, a niñas entre 10 y 14 años, a quienes se aplica
un esquema de vacunación con un intervalo mínimo de 180 días, y aunque la vacuna es aplicable a
niños, el Estado se enfoca actualmente en completar el esquema de las niñas. Por lo tanto, la vacuna
puede ser administrada a niños en laboratorios o centros privados pero su costo oscila entre Q750
y Q1,500, siendo estos precios poco accesibles para una gran parte de la población. A esta falta de
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vacunación en hombres se le suma el concepto errado que se tiene del VPH ya que se piensa que una
infección por VPH y, por ende, la vacunación, es exclusivamente de mujeres (Sazo, 2021).

Así pues, en los cuatro años que lleva la campaña de vacunación, se han aplicado 1,193,675 dosis
a niñas y jóvenes. Para la cobertura completa se necesitan al menos 2,792,880 vacunas, por lo que
se necesita aplicar alrededor de 1,599,205 inyecciones en Guatemala (Sazo, 2021).

4.3. Repercusiones de VPH en la salud masculina

Se ha determinado que, además del cáncer de cérvix, la infección por VPH en mujeres causa otras
afecciones en la salud como el cáncer vulvar, vaginal, anal, de boca, de garganta, verrugas en la vulva,
vagina, perineo, cérvix, ano y recto. Aunque el impacto de una infección por este virus en mujeres
ha sido ampliamente estudiado, el riesgo en los hombres se ha subestimado ya que se creía que la
mayoría de las infecciones eran benignas, es decir que únicamente causaban verrugas genitales, y que
no tenían tendencia a desarrollar afecciones malignas. A través de los años, se ha demostrado que una
infección por algún tipo de VPH de bajo riesgo causa verrugas genitales en varias partes del cuerpo
como el frenillo y eje de pene, el surco coronal del glande, la uretra, el escroto, el ano, el recto, el
muslo y la mucosa oral. En cuanto a los VPH de alto riesgo se ha reportado que estos causan cáncer
de pene, ano, recto y del tracto orofaríngeo; los cuales, sin un tratamiento temprano, pueden causar
cuadros más adversos como la metástasis y posteriormente la muerte. Así pues, nuevos estudios han
demostrado que esta infección puede tener un gran impacto en la fertilidad masculina, afectando
severamente la calidad y función espermática (Elder et.al., 2005; Moreira et.al., 2014; Tommasino,
2013).

4.3.1. Infertilidad masculina

Según la OMS (2021), la infertilidad es una enfermedad del sistema reproductivo masculino o
femenino que consiste en la imposibilidad de conseguir un embarazo después de 12 meses o más
de relaciones sexuales habituales sin protección. Aproximadamente, el 15-20% de las parejas son
infértiles y la infertilidad masculina contribuye en un 40-50% en todos los casos, siendo las causas
más comunes la criptorquidia, el varicocele, el hipogonadismo, los anticuerpos antiespermáticos, los
tumores testiculares y los trastornos genéticos. A pesar de los métodos diagnósticos avanzados, el 20-
35% de los hombres poseen una infertilidad de origen desconocido y entre el 6-10% de la infertilidad
masculina se debe a infecciones del tracto genital. Tanto las infecciones virales como las bacterianas se
han considerado factores destructores que afectan la fertilidad masculina ya sea por los efectos tóxicos
directos sobre las células del tracto genital masculino o por los efectos indirectos como las reacciones
inmunológicas que pueden alterar los procesos reproductivos incluyendo la espermatogénesis, la
función espermática y su transporte (Palma y Vantman, 2021; Moghimi et.al., 2019; Behboudi et.al.,
2018).

La evaluación de la infertilidad en hombres consiste en un examen físico y un espermograma, en
el cual se analizan parámetros macroscópicos como el volumen y el pH del semen y parámetros mi-
croscópicos siendo estos la concentración, movilidad y morfología espermática. Generalmente, estos
parámetros no son suficientes para determinar la causa de infertilidad masculina por lo que nuevas
pruebas se han implementado, entre ellas el estrés oxidativo, la integridad acrosomal, la fragmenta-
ción de ADN y los análisis genéticos. Añadidas a estas pruebas complementarias, se encuentran las
pruebas para enfermedades infecciosas y se incluyen a Treponema pallidum, Chlamydia trachoma-
tis, Neisseria gonorrhoeae, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, el virus del herpes simple
(VHS), citomegalovirus (CMV), el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el virus de la hepa-
titis B y C; patógenos de los cuales existe una extensa evidencia que alteran los parámetros seminales
y la fertilidad. Sin embargo, el VPH no se incluye dentro de este panel de pruebas infecciosas por la
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discrepancia que se tiene hasta la fecha sobre sus efectos en la fertilidad (Khatun et.al., 2018; Bossi
et.al., 2019; Moghimi et.al., 2019).

4.3.2. VPH y semen

En varios estudios se ha reportado la presencia de ADN y ARN del VPH en la región anal,
perineal, la glande, el eje del pene, la uretra, los testículos, el escroto, el epidídimo y los conductos
deferentes (Nasseri et.al., 2015). Por lo tanto, la existencia de VPH en estos tejidos, especialmente
en los hombres infértiles, hace que la asociación entre una infección por VPH y la alteración de
los parámetros seminales sea factible (Behboudi et.al., 2018). Además, un porcentaje variable de
hombres asintomáticos muestran un reservorio para VPH en el prepucio del pene, lo que convierte
al semen en una muestra de alto valor diagnóstico para la evaluación de la infección por VPH en
hombres infértiles (Foresta et.al., 2015).

En el semen, el ADN del VPH se origina únicamente a partir de viriones infecciosos y se encuentra
limitado en el tiempo. Esto se debe a que los viriones del VPH sólo pueden ser producidos en células
que no se dividen y tienen una vida útil limitada de cuatro semanas, por lo que la producción de
viriones y su liberación de las células descamadas una vez alcanzan la parte superior del epitelio
suele estar limitada en el tiempo (Depuydt et.al., 2021). Estudios previos han demostrado que existe
relación entre una infección de VPH en el epitelio del pene y la presencia de VPH en el semen, lo
que sugiere que la presencia de este virus en el semen puede ser resultado de la exfoliación de los
queratinocitos del pene infectados. Por lo tanto, la presencia de ADN del VPH en el semen indica
que el virus puede estar localizado en el interior de las células espermáticas, en la superficie de los
espermatozoides, en células epiteliales exfoliadas del tracto genital o en el fluido prostático (Kato
et.al., 2021).

Así pues, el modelo patogénico principal que une la detección del VPH en el semen y la infertili-
dad recae en la adhesión de los viriones de VPH a la superficie de los espermatozoides, lo cual se ha
demostrado que ocurre en dos sitios específicos a lo largo del ecuador de la cabeza. La superficie de
los espermatozoides se encuentra densamente cubierta por restos de carbohidratos estructuralmente
relacionados, el glucocáliz, pertenecientes a la familia de glucoproteínas de membrana, los glucosa-
minoglucanos (GAGs). Estos dominios glucosilados son conocidos por proporcionar sitios de unión
a los viriones del VPH similares a los que se encuentran en las superficies de las células epiteliales
y, en específico, el sindecano-1 es uno de los principales GAGs en la cabeza de los espermatozoides
capaces de interactuar con la proteína de la cápside L1 del virión del VPH (De Toni et.al., 2020).

Como consecuencia de esta unión, ciertos estudios han demostrado que los parámetros seminales
se ven severamente afectados; siendo la movilidad espermática el más perjudicado. Algunos metaa-
nálisis recientes también indican que el VPH está presente en el semen con frecuencia y que tiene
efectos negativos en la concentración, la movilidad y la morfología espermática. No obstante, otros
estudios demuestran que no existe una correlación significativa entre una infección seminal de VPH
y parámetros seminales anormales. Por lo tanto, el efecto de la infección por VPH en la calidad
espermática y la infertilidad masculina sigue siendo un punto de discusión (Kato et.al., 2021; Bossi
et.al., 2019; Depuydt et.al., 2021; Moghimi et.al., 2019).

En cuanto a la prevalencia de la infección de VPH en el semen, se ha reportado que suele ser de
2 a 31% en la población masculina en general y de 10 a 35% en hombres que poseen infertilidad de
origen desconocido (Moghimi et.al., 2019). Por eso se estima que, en pacientes que visitan clínicas de
fertilidad, varía entre un rango entre 7.8 a 28.6% y que esta prevalencia depende del país de estudio
(Golob et.al., 2014; Bossi et.al., 2019).

9



4.4. Otras consecuencias de la presencia de VPH en el semen

Añadido a la consecuencia sobre los parámetros seminales, la presencia de VPH en el semen puede
inducir la fragmentación del ADN espermático, interrumpir la habilidad de los espermatozoides para
unir y penetrar el óvulo, perjudicar el desarrollo embrionario y la implantación de blastocisto e
incrementar la tasa de aborto espontáneo (Bossi et.al., 2019).

4.4.1. Fragmentación del ADN espermático

La composición genética de un recién nacido es el resultado de la información de ADN del óvulo
y el espermatozoide, la cual debe estar intacta para propiciar un mayor desarrollo embrionario y
fetal. Por eso, cualquier tipo de daño presente en el ADN del gameto masculino o femenino puede
interrumpir el proceso reproductivo (García-Ferreyra, 2015).

La fragmentación del ADN espermático se considera una de las causas más frecuentes de trans-
misión de anomalías genéticas del ADN paterno a la progenie y tiende a encontrarse en un alto
porcentaje de espermatozoides provenientes de hombres subfértiles e infértiles (García-Ferreyra,
2015). Esta puede deberse a factores extrínsecos como fumar, la exposición al calor, los contami-
nantes ambientales o agentes quimioterapéuticos, y a factores intrínsecos, entre ellos la maduración
defectiva de células germinales, la apoptosis abortiva y el estrés oxidativo; siendo el último uno de
los factores más influyentes en la infertilidad masculina (Agarwal et.al., 2020).

La espermatogénesis es un proceso continuo y controlado que involucra cambios celulares, genéti-
cos y de cromatina extremadamente marcados que dan lugar a la generación de células espermáticas
altamente especializadas. En un inicio, las células madre espermatogoniales se replican y diferen-
cian en espermatocitos primarios que se someten a una recombinación genética para dar lugar a
espermátidas redondas haploides, que posteriormente pasan por un proceso de diferenciación llama-
do espermiogénesis en el que se produce una remodelación celular, epigenética y de la cromatina
para formar espermatozoides. Dentro de los cambios de la cromatina, los nucleosomas se disocian y
las histonas son removidas y reemplazadas por protaminas, proteínas que permiten una compacta-
ción del ADN seis veces mayor que las histonas. Dicho proceso es llevado a cabo por una nucleasa
topoisomerasa II endógena que crea rupturas en el ADN para reducir la tensión de torsión por la
disociación de las histonas y el empaquetamiento de la cromatina. Si estas rupturas no son reparadas
por los mecanismos propios de la célula, ocurre un deterioro en el proceso de empaquetamiento de
la cromatina que puede resultar en una maduración defectiva y la aparición de espermatozoides con
una fragmentación de ADN aumentada (García-Ferreyra, 2015; Agarwal et.al., 2020).

Además, durante la espermatogénesis, la apoptosis abortiva garantiza que ninguna célula germi-
nal defectiva se diferencie a espermatozoide, pero un fallo en este proceso resulta en la acumulación
de células espermáticas que expresan marcadores apoptóticos en el semen eyaculado. En cuanto al
estrés oxidativo, las especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) son vitales para
varios procesos fisiológicos como la apoptosis y capacitación espermática, pero una sobreproducción
puede llevar a varias consecuencias perjudiciales entre ellas la fragmentación del ADN (Agarwal
et.al., 2020).

Dentro de los tipos de daño en el ADN se incluye el mal apareamiento, la pérdida y las modifi-
caciones de base, los dímeros de pirimidinas, las rupturas de hebra simple (SSB, por sus siglas en
inglés) y las rupturas de doble hebra (DSB, por sus siglas en inglés). Las DSB tienden a ser menos
reparadas que las SSB y por eso poseen un mayor impacto en la calidad y desarrollo embrionario;
siendo este tipo de ruptura relacionado específicamente con las bajas tasas de implantación y abortos
recurrentes (Agarwal et.al., 2020).

Así pues, la relación entre el daño de ADN y la disminución de resultados reproductivos ha
llevado a la introducción de pruebas de integridad del ADN espermático en la evaluación clínica de la
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infertilidad masculina. Aunque la fragmentación de ADN ha sido trabajada por muchos científicos,
se ha considerado como un tema muy controversial y la implementación de técnicas en el área
clínica ha sido muy lenta (Depuydt et.al., 2021). Actualmente existen pruebas directas para evaluar
la fragmentación del ADN espermático como la técnica de TUNEL y el ensayo COMET con pH
neutro; y pruebas indirectas siendo estas el ensayo de la estructura de la cromatina espermática
(SCSA, por sus siglas en inglés), el ensayo COMET con pH alcalino y el ensayo de dispersión de
la cromatina espermática (SCD, por sus siglas en inglés). A diferencia de los métodos directos, los
indirectos requieren de un paso previo de desnaturalización, a pH ácido o alcalino, para detectar
la lesión del ADN. De esta forma, los métodos directos determinan el “daño real”, mientras que los
indirectos el “daño potencial” del ADN. Aunque estas técnicas muestran correlación entre sí, se han
establecido puntos de corte para distinguir a los hombres fértiles de los infértiles, pues determinan
distintos aspectos del daño en el ADN espermático (Portella-Ruiz y Gonzales, 2016).

El SCD, también conocido como la prueba del halo, se basa en dos fundamentos: el primero
recae en que las hebras de ADN que contienen rupturas o muescas son más fáciles de desnaturalizar,
dado que los extremos de las rupturas se comportan como los orígenes de la desnaturalización; y el
segundo indica que la remoción parcial de las proteínas de la cromatina resulta en un patrón peculiar
de bucles de ADN que se extienden alrededor de un nucleoide de ADN que permanece unido a los
residuos de proteínas, siendo estos los halos característicos del ensayo (Zini y Agarwal, 2011).

Así pues, la prueba se ha adaptado al núcleo de los espermatozoides humanos y la metodología
incluye tres pasos principales: la inmersión de las células espermáticas en un gel inerte de agarosa y su
colocación en un portaobjetos, la incubación de la muestra con un tratamiento ácido o alcalino para
la desnaturalización del ADN, y la aplicación de una solución de lisis para la eliminación controlada
de proteínas nucleares y un paso final de tinción. Por lo tanto, si el ADN espermático se encuentra
intacto, un halo de bucles de ADN se formará alrededor de su núcleo central denso. En cambio, si
el núcleo del espermatozoide contiene ADN fragmentado, los halos estarán ausentes o serán muy
pequeños. De esta forma, se utilizan cinco categorías para definir los halos: 1) halo grande, cuando
el tamaño del halo es semejante o mayor al núcleo, 2) halo mediano, cuando el tamaño del halo
se encuentra entre el grande y el pequeño, 3) halo pequeño, cuando su tamaño es igual o menor a
un tercio del diámetro menor del núcleo, 4) células sin halo y 5) degradadas, cuando las células no
fueron teñidas; tal como se observa en la figura 1 (Zini y Agarwal, 2011; Remohí et.al., 2013).

Finalmente, el SCD ha sido ampliamente utilizado debido a que es un procedimiento simple y
resulta en una prueba fiable y de bajo costo que determina la susceptibilidad del ADN del esperma-
tozoide a la desnaturalización (Remohí et.al., 2013).

Figura 4.3: Patrones de dispersión de la cromatina en espermatozoides mediante SCD.

(Halotech® DNA, 2015).
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4.4.2. VPH y fragmentación de ADN

Las infecciones genitourinarias incrementan la producción de ROS y, por ende, tienden a au-
mentar el índice de fragmentación de ADN espermático (Agarwal et.al., 2020). La inflamación es
una de las respuestas de los tejidos hacia la infección de VPH para promover la eliminación viral
y, el estado oxidativo resultante, causa la oxidación de lípidos, proteínas y ácidos nucleicos que, a
su vez, desencadenan varios procesos como la apoptosis, necrosis y el desarrollo de cáncer. El VPH,
en especial los de alto riesgo, y el estrés oxidativo se encuentran estrictamente relacionados por dos
razones. La primera recae en que las proteínas virales de replicación E1, E2 y E4-E7 están involu-
cradas en la modulación del estado oxidativo de las células, especialmente con el incremento de la
concentración de ROS, y la segunda en que las proteínas virales tardías L1 y L2 necesitan de un
ambiente oxidativo para que ocurra el ensamblaje del capsómero y se pueda completar el ciclo de
vida del virus (Pellavio et.al., 2020).

El mecanismo sobre cómo la infección de VPH daña la integridad del ADN no ha sido del todo
comprendido. Sin embargo, se ha demostrado que las proteínas del VPH modulan la concentración
de ROS en las células hospederas, pasando de una condición de estrés a una de distrés. El estrés
oxidativo se deriva de un desbalance entre los sistemas oxidantes y antioxidantes y, el flujo de H2O2 a
través de la membrana plasmática al fluido extracelular, se ha considerado como un sistema scavenger
o eliminador de ROS. Las acuaporinas (AQPs, por sus siglas en inglés), que son canales de agua
involucrados en el transporte de agua y moléculas pequeñas, han sido reconocidos por permitir la
difusión transmembranal de H2O2 y, por esta razón, son llamadas peroxiporinas (Pellavio et.al.,
2020).

Los espermatozoides expresan dos tipos de peroxiporinas, siendo estas la AQP3 y la AQP8. La
primera se encuentra localizada en la membrana de la cola espermática y en algunos gránulos en
la cabeza y pieza media mientras que, la segunda, se encuentra localizada únicamente en la pieza
media. Además, las células espermáticas expresan AQP7 en la membrana plasmática de la cabeza
y AQP11 en la cola. Funcionalmente, todas estas AQPs están involucradas en la regulación del
volumen espermático y en la eliminación de ROS. Por lo tanto, una infección de VPH daña la
eliminación de H2O2 llevada a cabo por AQPs ya que su unión y la internalización del virus dentro
de la cabeza influye, mediante una inhibición, en el funcionamiento de las AQPs; lo que genera
una gran cantidad de espermatozoides sensitivos al estrés oxidativo y con altas probabilidades de
sufrir daño en su material genético. Aunque lo mencionado anteriormente ha sido determinado
como el mecanismo causante de fragmentación de ADN inducida por el VPH, cabe recalcar que
la fragmentación de ADN espermática es multifactorial y que puede ser causada por otros factores
ajenos al VPH (Pellavio et.al., 2020; Depuydt et.al., 2021).

En la actualidad, pocos estudios han evaluado la relación entre el VPH y la fragmentación
de ADN. Unos demuestran que hay un incremento de fragmentación de ADN en espermatozoides
infectados con VPH mientras otros no han encontrado ningún cambio en la fragmentación de ADN
en las células espermáticas infectadas. Por consiguiente, el efecto de una infección de VPH en la
fragmentación de ADN espermático sigue siendo controversial (Tangal et.al., 2019; Boeri et.al.,
2019; Connelly et.al., 2001; Lee et.al., 2002; Kaspersen et.al., 2013).

4.5. Efectos del VPH en las técnicas de reproducción asistida

En los ciclos de las técnicas de reproducción asistida (ART, por sus siglas en inglés), las con-
secuencias de una infección de VPH en el hombre suelen ser más graves debido a la utilización de
semen que contiene partículas de VPH (Caglar y Garrido, 2018). Se asume que, durante las ART,
el VPH puede intervenir en varios mecanismos como la reacción acrosómica de los espermatozoides,
la interacción y fusión de la célula espermática y el óvulo; generando tasas reducidas de fertilización
y tasas incrementadas de abortos (Zacharis et.al., 2018).
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4.5.1. Inseminación artificial

Diversos estudios han investigado el impacto de una infección de VPH durante una inseminación
intrauterina (IUI, por sus siglas en inglés) en parejas infértiles. Según Depuydt et.al (2016), las
mujeres positivas para VPH que se someten a una IUI poseen menos probabilidades de alcanzar un
embarazo. Dicha conclusión fue obtenida de un estudio en el que de 590 mujeres que se sometieron
a 1,529 ciclos de IUI, aquellas que sufrían de una infección por VPH tenían seis veces menos po-
sibilidades de embarazarse en comparación con las mujeres no infectadas. En otro estudio, de 226
parejas infértiles que recibieron una IUI, se logró un embarazo en el 20% de las parejas no infectadas
mientras que, en las parejas infectadas con VPH, se logró en un 9.5% (Garolla et.al., 2012). Ade-
más, se ha demostrado que mujeres inseminadas con espermatozoides que contienen ADN del VPH
presentaron una disminución de cuatro veces respecto a los embarazos clínicos en comparación a las
mujeres inseminadas con espermatozoides negativos para VPH (Depuydt et.al., 2019; Chen et.al.,
2021).

Se ha evidenciado que, tras recibir una IUI con espermatozoides positivos para VPH, es altamente
probable que el tracto genital femenino sea sitio de infección para el VPH. Así pues, la detección
de VPH en el tejido placentario sugiere que el VPH puede ser transmitido verticalmente. En un
estudio, dicha transmisión fue notada cuando un bebé nacía a través de un cuello uterino infectado.
Sin embargo, la ausencia de una infección por VPH en todos los bebés a los 6 meses sugiere una
inoculación temporal en lugar de una infección vertical. A pesar de la detección transitoria de ADN
del VPH, se especula que el virus tiene un rol importante en la obtención de resultados adversos del
embarazo, principalmente con rupturas prematuras de membrana y partos prematuros espontáneos
(Pereira et.al., 2015).

Así pues, la inseminación heteróloga o con semen de donante puede utilizarse por mujeres cuyas
parejas poseen un semen inadecuado, para lograr un embarazo sin pareja masculina o cuando un rasgo
genético o una enfermedad infecciosa hace que sea más seguro evitar una inseminación de su pareja
masculina. El mayor riesgo de este tipo de inseminación es la contaminación con un agente infeccioso.
Por esta razón, organizaciones profesionales y cuerpos gubernamentales regulatorios han presentado
pautas estrictas que exigen que los donantes de esperma se sometan a pruebas para hepatitis B y C,
CMV, virus linfotrópico humano, VIH, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Treponema
pallidum. Aunque es un patógeno que se encuentra con frecuencia y que tiene un impacto clínico
potencialmente significativo, la prueba del VPH no forma parte de las pruebas de rutina para los
donantes de esperma; por lo que las mujeres que reciben este tipo de inseminación se encuentran en
alto riesgo de contraer una infección por VPH (Laprise et.al., 2013).

4.5.2. Fertilización in vitro (FIV)

Se ha demostrado que los espermatozoides infectados con VPH son capaces de transferir los
genes E6, E7 y la proteína de la cápside L1 dentro del óvulo. Numerosos estudios han indicado que,
en las parejas con hombres infectados de VPH, existe un potencial de fertilidad reducido ya que
el impacto negativo de la infección se puede observar en varias etapas del desarrollo embrionario.
En el desarrollo temprano de embriones infectados, los efectos negativos del VPH dependen de la
expresión del genoma viral en los blastocistos y trofoblastos y pueden ser una inhibición del desarrollo
embrionario en la etapa de 2 células, una reducción en la formación de blastocisto, una placentación
anormal y una pérdida temprana del embarazo; siendo la apoptosis en células embrionarias a través
de la fragmentación una de las causas más probables de la pérdida de embarazo. Además, entre otros
efectos se encuentran la adhesión anormal de células trofoblásticas al endometrio, la reducción en el
número y la disminución en la invasividad de las células trofoblásticas (Caglar y Garrido, 2018).

En un estudio, las parejas con las cuales se llevaría a cabo una inyección intracitoplasmática
de espermatozoides (ICSI, por sus siglas en inglés) se dividieron en dos grupos dependiendo de la
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presencia del VPH en el semen. Entre las parejas sanas, se alcanzó un embarazo clínico en el 40.8% de
ellos mientras que, en las parejas con semen positivo para VPH, sólo un 18.2% lo alcanzó. Además,
se demostró que la proporción de formación de blastocisto era significativamente menor en el grupo
infectado con VPH en comparación con el grupo sano. Así pues, otros estudios han demostrado que
en los ciclos de ICSI, las tasas acumulativas de embarazo son significativamente más bajas en parejas
infectadas con VPH y que, en general, las parejas infectadas que se someten a las ART tienen una
tasa de menor que las sanas. Sin embargo, otros estudios indican que no existe relación entre una
infección por VPH y los efectos adversos en el embarazo y que las tasas de embarazo clínico y los
abortos son independientes del VPH. Por lo tanto, se requiere de más evidencia para poder dar
una conclusión sólida sobre el impacto de una infección de VPH en los resultados de reproducción
asistida (Zacharis et.al., 2018).

4.5.3. Criopreservación

La prevalencia de un semen positivo para VPH entre donantes y pacientes que congelan sus
espermatozoides por condiciones médicas y otros factores es alta. Un estudio que comparaba la
presencia de VPH en el semen criopreservado de pacientes oncológicos y sanos encontró un porcentaje
significativamente mayor de células espermáticas positivas en el grupo de los pacientes oncológicos.
Actualmente, se desconoce si el semen infectado es capaz de contaminar el resto de crioviales en un
tanque de nitrógeno líquido y perjudicar los resultados de las ART, pero estudios como el mencionado
anteriormente demuestran que el VPH puede retener su integridad genómica en condiciones de
ultraenfriamiento. Por lo tanto, se ha recomendado realizar una prueba de detección de VPH en todas
las muestran de semen antes de ser criopreservadas ya que los donantes de esperma generalmente se
reclutan del grupo de edad con la mayor prevalencia de VPH. Y, dado que la contaminación es una
posibilidad, se sugiere criopreservar las muestras positivas para VPH en un tanque distinto al de las
muestras sanas (Fenizia et.al., 2020; Laprise et.al., 2013; Zacharis et.al., 2018).

4.5.4. Lavado de semen para la remoción de VPH

Debido a que existe literatura suficiente que demuestra que los resultados de ART se ven compro-
metidos al usar semen positivo para VPH, la identificación de protocolos para el lavado y selección
de semen capaces de remover los viriones de VPH de la superficie de los espermatozoides antes de
uso en las ART es un tema de interés. Las técnicas de lavado de semen rutinarias no eliminan el
VPH de las muestras, por lo que se desarrolló un lavado modificado con heparinasa III. La heparina
es un polisacárido sulfatado que se asemeja a los GAGs en cuanto a estructura química y por eso
puede unirse directamente a las cápsides del virus y bloquear su asociación con la superficie de los
espermatozoides; lo que resulta en un protocolo prometedor para la eliminación del virus en el semen.
Desafortunadamente, la heparinasa III es un reactivo no autorizado para la reproducción asistida en
humanos (Caglar y Garrido, 2018; De Toni et.al., 2020).

Por otro lado, la hialuronidasa está aprobada para su uso en laboratorios FIV. Esta enzima fue
estudiada por primera vez en ovocitos humanos para la remoción de células de granulosa en su al-
rededor previo a la realización de un ICSI. En el proceso natural de fertilización, la hialuronidasa
reside en el acrosoma del espermatozoide y su liberación durante la reacción acrosómica es responsa-
ble de la digestión del ácido hialurónico intercalado entre las células de cúmulo del ovocito. Acorde
al mecanismo enzimático de las hialuronidasas, se conoce que estas enzimas son capaces de romper
los enlaces entre N-acetilglucosamina y glucoronato y por eso, en los lavados de semen, permite la
ruptura de los enlaces entre el VPH y las moléculas del sindecano-1 en la superficie espermática.
Hasta el momento, el lavado de semen con hialuronidasa ha demostrado ser muy efectivo para tratar
muestras infectadas con VPH (De Toni et.al., 2020).
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Figura 4.4: Lavado de semen con hialuroniadasa para la remoción de VPH.

(De Toni et.al., 2020).
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CAPÍTULO 5

Marco metodológico

La metodología que se planea utilizar en este estudio se resume en cinco pasos: 1) la recepción de
las muestras de semen, 2) la realización de la prueba SCD para la determinación de la fragmentación
del ADN espermático, 3) la extracción de ADN viral del semen, 4) la detección molecular del VPH
por PCR punto final y 5) el análisis de resultados.

Figura 5.1: Diagrama de flujo de la metodología para lleva a cabo este estudio.

(Imagen de elaboración propia utilizando BioRender.com, versión 2022).

Para desarrollar el presente estudio se contó con la autorización de la clínica Centro Procrea®
para realizar la extracción de ADN del VPH en el semen, la fragmentación del ADN espermático
y la detección molecular por PCR punto final en las instalaciones del laboratorio de andrología, y
de la Universidad del Valle de Guatemala para llevar a cabo parte de la detección molecular en el
laboratorio Makerspace B-Hive.
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5.1. Variables

A continuación se muestran las variables a controlar durante la experimentación. Para la de-
terminación del índice de fragmentación del ADN espermático (SDFI, por sus siglas en inglés), se
consideró que el tiempo de licuefacción del semen post-eyaculado fuera entre 15-30 minutos dado que
este tiempo permite una evaluación correcta de la concentración espermática; lo cual es necesario
para preparar la dilución inicial de la muestra en PBS para realizar la prueba SCD. Además, se con-
troló que la temperatura de enfriamento de la agarosa fundida fuera menor a 37°C ya que, al mezclar
la agarosa con la dilución de la muestra de semen, una temperatura mayor afecta negativamente
los espermatozoides; lo que podría alterar los resultados de la fragmentación de ADN espermático
(Cuadro 5.1).

Para la extracción del ADN viral en el semen y la detección molecular de VPH por PCR punto
final, se controló que la temperatura de congelación de almacenamiento de las muestras tanto de
semen como de los productos de PCR fuera -20°C, la cual es una temperatura que permite mantener
la integridad del ADN (Cuadro 5.2 y 5.3).

Cuadro 5.1: Variables para la determinación de la fragmentación de ADN espermático en semen de
pacientes que visitan una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala.

Variable Definición Tipo Unidades de
medición

Tiempo de
licuefacción

Tiempo de
licuefacción de

semen
post-eyaculado

Cuantitativo Minutos

Temperatura de
enfriamiento

Temperatura de
enfriamiento de
agarosa fundida

Cuantitativo °C

Cuadro 5.2: Variable para la extracción de ADN viral en el semen de pacientes que visitan una
clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala.

Variable Definición Tipo Unidades de
medición

Temperatura de
congelación

Temperatura de
congelación de
semen para
extracción de

ADN

Cuantitativo °C

Cuadro 5.3: Variable para la detección molecular de VPH por PCR punto final en semen de
pacientes que visitan una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala.

Variable Definición Tipo Unidades de
medición

Temperatura de
congelación

Temperatura de
congelación de
productos de

PCR

Cuantitativo °C
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5.2. Hipótesis

H1:

H1i: La prevalencia del virus del Papiloma Humano (VPH) en el semen de pacientes que asisten
a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala se encuentra entre el 10 al 30%.

H1o: La prevalencia del virus del Papiloma Humano (VPH) en el semen de pacientes que
asisten a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala no se encuentra entre el
10 al 30%.

H2:

H2i: La presencia del virus del Papiloma Humano (VPH) en el semen aumenta la fragmentación
del ADN espermático.

H2o: La presencia del virus del Papiloma Humano (VPH) en el semen no afecta la fragmenta-
ción del ADN espermático.

5.3. Bioética

5.3.1. Aprobación por Comité de Ética

El protocolo de investigación, el consentimiento informado (Anexo A) y los documentos adiciona-
les (Anexo B y C) proporcionados a los pacientes reclutados del presente estudio fueron previamente
revisados y aprobados por el Comité de Ética de la Facultad de Ciencias y Humanidades de la
Universidad del Valle de Guatemala. Dicha autorización fue solicitada debido a que se trabajan
con muestras de sujetos humanos, cuyo permiso de uso de la muestra de semen para el análisis era
fundamental dado que los resultados proveen información sensible e identificable para la persona. El
dictamen de aprobación se recibió el 04 de abril del 2022 (BM-001-2022-18054, Anexo D).

5.3.2. Reclutamiento y obtención de muestras

Los sujetos de estudio fueron pacientes masculinos mayores a 18 años que asistían a la clínica
Centro Procrea® como pareja de mujeres que se sometían a ART o donantes de semen y se les
realizaba un espermograma como prueba de rutina. El método de reclutamiento utilizado fue verbal
en un área privada dentro de las instalaciones de Centro Procrea®. Este consistió en un proceso
en el que al participante se le invitó a escuchar respecto al estudio, se revisó el cumplimiento de los
criterios de inclusión y se proporcionó el documento del consentimiento informado; el cual la persona
fue invitado a leer y a resolver cualquier duda antes de firmarlo.

Las muestras de semen fueron obtenidas por medio de masturbación en un cuarto privado dentro
de la clínica Centro Procrea®, ubicada en la 6a Avenida 7-39 zona 10 Edificio Las Brisas Oficina
501, Ciudad de Guatemala, Guatemala.
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5.3.3. Proceso de reclutamiento

Criterios de inclusión

En este estudio, se incluyeron a hombres que 1) forman parte de una pareja que visita la clínica por
la incapacidad de lograr un embarazo tras un año de tener relaciones sexuales sin protección, 2) son
donantes de semen, 3) se les realizará un espermograma como prueba de rutina, 4) proporcionaron
la muestra de semen por masturbación, 5) son mayores de 18 años.

Se incluyeron a hombres que forman parte de una pareja que visita la clínica por la incapacidad
de lograr un embarazo tras un año de tener relaciones sexuales sin protección o que son donantes de
semen, sean solteros o no, ya que son los pacientes que proveen una muestra de semen como parte de
los servicios solicitados a la clínica; la cual, con la debida aprobación, fue analizada posteriormente
para el estudio. Además, los participantes de esta investigación fueron únicamente guatemaltecos ya
que, con los resultados obtenidos, se pretende tener una pauta de la prevalencia del virus en el sexo
masculino del país.

Criterios de exclusión

Se excluyeron a los pacientes 1) azoospérmicos, 2) criptozoospérmicos, 3) cuya muestra fue ob-
tenida de una biopsia testicular, 4) con criptorquidia, 5) trauma testicular, 6) varicocele, 7) leu-
cocitospermia, 8) orquitis, 9) con evidencia de infecciones genitales, 10) aquellos catalogados como
fumadores pesados (>20 cigarros/día) y 11) que consumieron alcohol o drogas un día antes de la
toma de muestra; debido a que estos factores pueden dificultar la detección del VPH en el semen y
tener un impacto en la fragmentación de ADN espermático.

5.3.4. Tipo y tamaño de muestra

El tipo de muestra a analizar durante el estudio fue el semen de pacientes que asisten a la
clínica Centro Procrea®, el cual fue obtenido por masturbación en un cuarto privado dentro de las
instalaciones del Centro Procrea® y depositado en un frasco de orina estéril. Cabe recalcar que las
muestras fueron recolectadas para realizar un espermograma como prueba de rutina, lo cual es parte
de la consulta del paciente y los servicios solicitados por su persona.

Previo al análisis, a cada muestra se le asignó un código para su identificación y con el cual
se trabajó durante la investigación (ejemplo: P-01). Junto con los consentimientos informados, los
datos fueron almacenados en una gaveta bajo llave del escritorio de la oficina de la licenciada Bolaños
durante el periodo de tiempo de realización de la investigación; siendo la licenciada María Cristina
Bolaños (embriólogo de Centro Procrea®) y el licenciado Fredy Mejía (director de laboratorio de
Centro Procrea®) las únicas personas con acceso al mismo. En cuanto al análisis, a todas las
muestras se les realizó la prueba SCD para determinar la fragmentación del ADN espermático y
luego se llevó a cabo la extracción del ADN viral y la detección molecular del VPH.

Asumiendo una prevalencia del VPH en el semen de pacientes que asisten a la clínica Centro
Procrea® del 20%, el estudio requirió de un tamaño de muestra de 62 para estimar la proporción
esperada con el 10% de precisión y un intervalo de confianza del 95%. Dicha prevalencia fue estimada
según lo reportado en la literatura y en estudios similares realizados en clínicas de fertilidad de otros
países (Moghimi et.al., 2019; Golob et.al., 2014; Nasseri et.al., 2015; Laprise et.al., 2013; Bossi et.al.,
2019; Kato et.al., 2021; Boeri et.al., 2019) y fue calculada utilizando la calculadora de estudios
de prevalencia Sample size for a prevalence survey, with finite population correction de Sampsize
Project®.
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5.3.5. Riesgos y beneficios

En cuanto a los riesgos, el presente estudio no involucra riesgos físicos para los sujetos de estu-
dio. Sin embargo, un resultado positivo para VPH puede generar sentimientos de angustia, miedo,
preocupación o culpabilidad. Por lo tanto, la comunicación de este tipo de resultados será brindada
por personal capacitado de forma clara, tranquilizadora y con una explicación de los pasos a seguir
para tratar la infección.

En cuanto a los beneficios, el conocimiento de los resultados positivos para VPH en el semen
les permitirá a los sujetos de estudio, de forma personal, tomar medidas futuras para combatir
la infección tales como la programación de una cita con un infectólogo, la realización de pruebas
confirmatorias, el tamizaje para la detección de tipos de VPH e incluso la realización de pruebas
para sus parejas sexuales; con el fin de prevenir efectos graves de la infección como el cáncer.

5.4. Materiales y métodos

5.4.1. Prueba SCD para la determinación del índice de fragmentación del
ADN espermático (SDFI ) en muestras de semen

Posteriormente a la realización del espermograma como prueba de rutina, se procedió a realizar la
prueba SCD según el protocolo Ensayo de la dispersión de la cromatina espermática y fragmentación
del ADN espermático, utilizando el Sperm DNA Kit de OBI BIOTEK®. Brevemente, se prepararon
capas de agarosa fundida mezclada con la muestra de semen sobre un portaobjetos pretratado y se
expusieron a una serie de soluciones siendo estas HCl, lisis, agua destilada, etanol 70%, etanol 95%,
colorante Wright y buffer Wright, por diversos tiempos establecidos; lo cual daba como resultado
la formación de halos. El conteo, a través del microscopio, de halos clasificados según el tamaño
(Figura 5.2) permitió calcular el SDFI en la muestra.

Para la prueba SCD, fue necesario preparar soluciones de agarosa, alcohol, HCl y láminas pre-
tratadas con agarosa. Tanto el protocolo de la prueba SCD como el de las soluciones y láminas se
presentan en el SOP No. 1, Anexo E.

Figura 5.2: Patrones de dispersión de la cromatina en espermatozoides esperados tras la realización
de la prueba SCD. (A) Espermatozoides con halo grande, (B) espermatozoides con halo mediano,
(C) espermatozoides con halo pequeño y (D) espermatozoides sin halo.

(Imagen de elaboración propia, versión 2022).
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5.4.2. Extracción de ADN viral en muestras de semen

Una vez realizada la prueba SCD para determinar la fragmentación del ADN espermático, se
procedió a la extracción de ADN viral en la muestra de semen según el protocolo DNA Purification
from Blood or Body Fluids (Spin Protocol), utilizando el QIAGEN® QIAamp® Blood Mini Kit. La
única modificación realizada al protocolo fue centrifugar a 8,000 rpm por 5 min, en lugar de 14,000
rpm por 3 min, después de la adición del QIAGEN® Buffer AW2. La concentración y los valores
de pureza del ADN extraído fueron obtenidos mediante la medición de los ácidos nucleicos eluidos
en un espectrofotómetro NanoDrop OneC Thermo Scientific®. El protocolo se presenta en el SOP
No. 2, Anexo F.

5.4.3. Detección molecular del VPH en las muestras de semen por PCR
punto final

Por cada muestra de ADN extraído se realizó una reacción de PCR para detectar el VPH según
el protocolo Amplification of microsatellite loci or small amplicons (up to 0.5 kb) using multiplex
PCR del QIAGEN® Multiplex PCR Kit. Se utilizó el par de cebadores GP5+/GP6+ específicos
para VPH y cada reacción generó un fragmento de material genético de interés, de 150 pares de bases
(pb) de longitud, en caso de haber presencia de VPH en el semen. Como control interno, se realizó
la amplificación de la β−globina, utilizando el par de cebadores PC03/PC04 para un fragmento
de 110 pb. La secuencia de los cebadores utilizados se muestra en el Cuadro 5.4, el programa de
termociclado en el Cuadro 5.5 y el protocolo se presenta en el SOP No. 3, Anexo G.

Cuadro 5.4: Secuencia de cebadores utilizados para la detección de VPH en semen.

Cebador Secuencia 5’-3’
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC
PC03 ACACAACTGTGTTCACTAGC
PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC

Cuadro 5.5: Programa de termociclado utilizado para la detección de VPH en semen por PCR en
EdvoCycler® Jr. PCR.

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalización inicial 95°C 15 minutos

Ciclado de 3 pasos:
Desnaturalización 94°C 1 minuto
Alineamiento 46°C 2 minutos
Elongación 72°C 1.5 minutos

Número de ciclos 40
Extensión final 72°C 4 minutos

Hold 14°C -
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5.4.4. Revelación de productos de PCR por electroforesis en gel de aga-
rosa

Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 2%, en condiciones frías, a 150 voltios
por 40 minutos en la cámara de electroforesis Edvotek® 5061. Los fragmentos de ADN amplificados
fueron visualizados con bromuro de etidio y revelados con un transiluminador UV-Vis a 254 nm. En
cada gel de 8 carriles, el primer carril corresponde a la escalera DirectLoad PCR 100 pb Low Ladder
Sigma Aldrich® utilizada para estimar el tamaño de los fragmentos amplificados, el segundo carril a
la β−globina usada como control interno, el tercer carril al control positivo de VPH y los siguientes
cinco carriles a los productos de PCR de las muestras de semen. El protocolo se presenta en el SOP
No. 3, Anexo G.

5.4.5. Análisis de datos

En cuanto a la extracción de ADN viral en el semen, se realizó estadística descriptiva para los
valores de la concentración y pureza del ADN extraído. La prevalencia se determinó con el 10% de
precisión y un intervalo de confianza del 95%, a partir de la ecuación 5.1. Para determinar si la
presencia del VPH afectaba significativamente la fragmentación del ADN espermático, se realizaron
análisis estadísticos de comparación de medias.

P (%) =
C

N
X100 (5.1)

Donde:

• P es la prevalencia del VPH en el semen de pacientes que visitan una clínica de fertilidad
privada en la ciudad de Guatemala.

• C es el número de individuos con presencia de VPH en el semen.

• N es el número total de individuos analizados.
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CAPÍTULO 6

Resultados

6.1. Extracción de ADN viral en semen

La implementación del protocolo de extracción de ADN viral en semen fue realizada utilizando
el kit comercial QIAGEN® QIAamp® Blood Mini. Su eficacia fue comprobada a través de la
cuantificación y la determinación de la pureza del ADN extraído de cada muestra por medio de
espectrofotometría, utilizando el NanoDrop OneC Thermo Scientific®. Las lecturas en triplicado
y el promedio de la concentración y las razones de absorbancia A260/A280 y A260/A230 de las
muestras se presentan en los cuadros H.1 y H.2 en Anexos.

En el Cuadro 6.1 se presenta la media, la desviación estándar, el valor mínimo y máximo del
ADN extraído de las 62 muestras de semen de los pacientes de una clínica de fertilidad privada en
la ciudad de Guatemala.

Cuadro 6.1: Estadística descriptiva de la concentración y las razones de pureza para ADN extraído
de muestras de semen de pacientes de una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala.

Concentración
(ng/µL)

A260/A280 A260/A230

Media 6.94 2.12 0.49
Desviación
estándar

5.56 0.57 0.25

Valor mínimo 0.97 1.39 0.18
Valor máximo 33.60 4.39 1.31

Según la estadística descriptiva de la concentración del ADN extraído, se puede observar que, en
promedio, se lograron obtener concentraciones cercanas a 10 ng/µL. Sin embargo, según los valores
mínimos y máximos, ciertas muestras presentaron valores por debajo de 1 ng/µL y otras por arriba
de 10 ng/µL; razón por la cual se obtuvo una desviación estándar alta. Una posible explicación para
esta variación en los datos recae en la concentración espermática de la muestra. Para evaluar si este
parámetro tenía un efecto en la concentración del ADN extraído, se elaboró la Figura 6.1, en la cual se
observa que aquellas muestras con concentraciones espermáticas arriba de 120 millones/mL tienden
a tener una concentración de ADN extraído mayor a 10 ng/µL; lo que indica que la extracción de
ADN se da mayoritariamente de las células espermáticas del eyaculado. Por eso, la diferencia del
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valor de este parámetro en las muestras seminales (Cuadro H.3 en Anexos) da origen a la variación
en los datos de la concentración del ADN extraído.
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Figura 6.1: Concentración de ADN extraído de semen en función de la concentración espermática
en el eyaculado.

En cuanto a las razones A260/280 y A260/A230, en promedio, estas se encuentran fuera de los
rangos óptimos de pureza (Thermo Fisher Scientific®, 2017); las cuales se ven afectadas por la
naturaleza del semen.

6.2. Optimización del PCR punto final para la detección de
VPH en el semen de pacientes que asisten a una clínica
de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala

Previo a realizar la detección molecular del VPH en las muestras de semen, se optimizó tanto
el programa de termociclado como las condiciones de la electroforesis en gel de agarosa para la
revelación de los productos de PCR.

En primer lugar, tal como se muestra en la parte A de la Figura 6.2, en la reacción de PCR se
utilizaron los 2 pares de cebadores, uno correspondiente a la β−globina (PC03/PC04), el control
interno, y el otro específico para VPH (GP5+/GP6+). El programa de PCR se caracterizó por una
temperatura de alineamiento de 57°C con 35 ciclos y las condiciones de la electroforesis eran un
gel de agarosa al 0.8%, corriendo a 75 voltios por 60 minutos. Como resultado, en las muestras
de semen (P01-P05) se amplificó únicamente un fragmento, de 110 pb, correspondiente al control
interno, cuyo peso molecular fue díficil de determinar dado a la falta de separación de las bandas
de la escalera. Por lo tanto, se procedió a cambiar la temperatura de alineamiento por la del par
de cebadores GP5+/GP6+, 45°C, para lograr la amplificación de los dos fragmentos de interés, el
de 110 y 150 pb pero, una vez más, se obtuvo únicamente el fragmento de 110 pb. En cuanto a la
electroforesis, se aumentó el porcentaje de agarosa al 2.0% y el tiempo de corrida a 90 minutos; con
lo cual se logró una mejor separación de la escalera. Además, se comprobó que tanto un volumen de
2 uL como de 3 uL de escalera eran suficientes para lograr una buena visualización de las bandas de
referencia (parte B, Figura 6.2).
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Con el fin de evaluar si la amplificación del control interno suprimía la del VPH, se procedió a
utilizar únicamente el par de cebadores GP5+/GP6, una temperatura de alineamiento más baja,
40°C, y un mayor número de ciclos, 45, utilizando controles positivos de VPH. En la parte C de
la Figura 6.2 se puede observar la amplificación de un fragmento de 110 pb en el 2do y 4to carril,
los cuales corresponden a la reacción de PCR con los 2 pares de cebadores. En cambio, en el 3er y
5to carril que concierne a la reacción de PCR únicamente con el par de cebadores GP5+/GP6+, se
amplificó el fragmento de interés de 150 pb. En cuanto al 6to carril, este corresponde a una reacción
de PCR con los 2 pares de cebadores y una temperatura de alineamiento de 51°C, la cual es una
temperatura media entre la de alineamiento de los 2 pares de cebadores. Sin embargo, sólo se obtuvo
la amplificación del fragmento de 110 pb. Por lo tanto, se decidió retirar el par de cebadores del
control interno de la reacción de PCR y trabajar únicamente con el par de cebadores GP5+/GP6+
dado que la alta eficiencia de amplificación de la β−globina suprimía la del VPH. En cuanto a
las condiciones de electroforesis, se utilizaron condiciones frías y una corrida a 150 voltios por 40
minutos; lo que resultó en una separación ideal de las bandas de la escalera.

Finalmente, para reducir las bandas inespecíficas durante la amplificación del fragmento de VPH
de interés, se comprobaron tres temperaturas de alineamiento cercanas a la temperatura de alinea-
miento del par de cebadores GP5+/GP6+ junto con un menor número de ciclos, siendo este 40, y
utilizando controles positivos de VPH. El 2do carril mostrado en la parte D de la Figura 6.2, que
corresponde a una temperatura de 42°C, y el 3er carril, que representa la temperatura de 44°C,
presentaron bandas inespecíficas mientras que en el 4to carril, que concierne a una temperatura de
46°C, se obtuvo únicamente el fragmento de interés de 150 pb. Es por eso que la temperatura de
alineamiento utilizada en el programa del termociclado para la detección del VPH en muestras de
semen es de 46°C, con un total de 40 ciclos, y las condiciones de electroforesis fueron frías, con un
gel de agarosa al 2% y una corrida a 150 voltios por 40 minutos; aunque dicha temperatura de
alineamiento no permitió eliminar por completo las bandas inespecíficas al analizar las muestras de
semen.
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Figura 6.2: Optimización del PCR punto final para la detección de VPH en el semen de pacientes
que asisten a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala. A) Optimización 1:

muestras de semen (P01-P05), 2 pares de cebadores, T° alineamiento 57°C, 35 ciclos, gel de agarosa
al 0.8%, 75V, 60 min; B) Optimización 2: muestras de semen (P01-P04), 2 pares de cebadores, T°
alineamiento 45°C, 35 ciclos, gel de agarosa al 2.0%, 75V, 90 min; C) Optimización 3: controles

positivos de VPH (+1, +2), 2 pares de cebadores (+1., +2.), 1 par de cebador VPH (+1-, +2-), T°
alineamiento 40°C (+1., +1-, +2., +2-), T° alineamiento 51°C (+1_), 45 ciclos, gel de agarosa al
2.0%, 150V, 40 min, condiciones frías; D) Optimización 4: controles positivos de VPH (+1), T°
alineamiento 42°C (+1, 42), T° alineamiento 44°C (+1, 44), T° alineamiento 46°C (+1, 46), 40

ciclos, gel de agarosa al 2.0%, 150V, 40 min, condiciones frías.

6.3. Prevalencia del VPH en el semen de pacientes que asis-
ten a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de
Guatemala

A través de la detección molecular por PCR punto final, una vez optimizado el programa de
termociclado, se determinó que 44 pacientes obtuvieron un resultado positivo para la presencia de
VPH en el semen mientras que 18 pacientes presentaron un resultado negativo (Figura 6.3; Cuadro
I.1, Figura I.1, Figura I.2, Figura I.3 en Anexos). Por lo tanto, la prevalencia del VPH en el semen
de pacientes que asisten a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala es del 71.0%.
Dicho valor supera la prevalencia hipotetizada, entre el 10-30%, la cual fue estimada según lo
reportado en la literatura y en estudios similares realizados en clínicas de fertilidad de otros países
(Moghimi et.al., 2019; Golob et.al., 2014; Nasseri et.al., 2015; Laprise et.al., 2013; Bossi et.al., 2019;
Kato et.al., 2021; Boeri et.al., 2019).
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Figura 6.3: Presencia del VPH en el semen de pacientes de una clínica de fertilidad privada en la
ciudad de Guatemala.

6.4. Efecto de la presencia del VPH en el semen sobre la frag-
mentación del ADN espermático

Para evaluar el efecto de la presencia del VPH en las muestras de semen, se elaboró un histo-
grama (Figura 6.4) comparando los datos del SDFI del grupo positivo para VPH (color azul) y el
grupo negativo para VPH (color gris). Tal como se puede observar en la figura, no existe diferencia
significativa entre las medias del SDFI de ambos grupos y, en cuanto a la distribución de los datos
entre los grupos, esta es bastante similar. Por lo tanto, para este estudio, se puede afirmar que la
presencia del VPH en el semen no produce algún efecto en la fragmentación de ADN espermático.
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Figura 6.4: Histograma del SDFI según la presencia del VPH en las muestras de semen. El grupo
positivo para VPH se representa con el color azul y el grupo negativo con color gris. Las medias de

cada grupo se representan con líneas verticales punteadas.
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CAPÍTULO 7

Análisis de resultados

Previo a la detección molecular del VPH en el semen de pacientes de una clínica de fertilidad
privada en la ciudad de Guatemala, se realizó la extracción de ADN de las muestras. El kit utilizado
para realizar dicho proceso fue el QIAGEN® QIAamp® Blood Mini Kit, el cual fue seleccionado
por su versatilidad y disponibilidad de recursos. Es decir, el kit posee la ventaja que permite la
purificación de ADN total incluyendo ADN viral, el cual es el de interés en este estudio, de una
variedad de muestras como sangre, plasma, suero, médula ósea, tejidos, especímenes forenses y otros
fluidos corporales (QIAGEN, 2016). Es dentro de estos últimos donde se agrupa al semen, lo que
hace posible que las muestras de semen sean procesadas con este kit. En cuanto a la disponibilidad
de recursos, este kit es utilizado actualmente en Centro Procrea® para la detección de microdele-
ciones del cromosoma Y en sangre como prueba complementaria para la detección de la infertilidad
masculina. Con el fin de darle un segundo uso al kit para reducir costos, se decidió utilizarlo para la
detección del VPH en el semen.

Con respecto a la concentración de ADN extraído, en promedio, se obtuvieron concentraciones
cercanas a 10 ng/µL pero el conjunto de datos presentó una desviación estándar alta, tal como
se muestra en el Cuadro 6.1. Las posibles fuentes de ADN en el semen son las células epiteliales
del tracto urinario, las células espermáticas y las células redondas, incluyendo leucocitos (Fedder,
2006). En la Figura 6.1 se observa que las muestras con concentraciones espermáticas mayores
a 120 millones/mL tienden a tener una concentración de ADN extraído mayor a 10 ng/µL. Por
lo tanto, la diferencia en los valores de este parámetro seminal en las muestras da origen a la
variación en los datos de la concentración de ADN extraído. Además se observa un patrón que, a
medida que la concentración espermática aumenta, una mayor cantidad de ADN es extraído; lo que
demuestra que la extracción de ADN se da mayoritariamente de las células espermáticas presentes
en el eyaculado. Esto mejora la detección del virus ya que, según la literatura, el VPH en el semen
puede estar localizado principalmente en el interior de las células espermáticas y en la superficie de
los espermatozoides, y en su minoría, dentro de las células epiteliales exfoliadas del tracto genital
(Kato et.al., 2021); por lo que tener como blanco a las células espermáticas en el eyaculado para la
extracción de ADN facilita la detección del VPH.

En general, durante la extracción de ADN de las muestras de semen, se experimentaron ciertas
dificultades que han sido previamente reportadas en estudios similares. En primer lugar, las concen-
traciones de ADN extraído fueron bajas, aunque suficientes para llevar a cabo la reacción de PCR,
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debido a las características físicas y químicas de la compactación del núcleo de los espermatozoides.
En lugar de histonas, los espermatozoides se caracterizan por tener protaminas, las cuales compactan
seis veces más a la cromatina que las histonas en las células somáticas; lo que dificulta la llegada
y función de los agentes químicos usados para la extracción del ADN (Alarcón-Zúñiga et.al., 2016;
Griffin, 2012). En segundo lugar, el acrosoma de los espermatozoides contiene la enzima hialuronida-
sa encargada de degradar las células del cúmulo que rodean al óvulo para llegar a este y fertilizarlo.
Durante la extracción de ADN se provoca la ruptura de las membranas, lo que conlleva a que la
hialuronidasa sea liberada del acrosoma y pueda degradar el ADN, afectando su concentración final
(Alarcón-Zúñiga et.al., 2016).

En tercer lugar, aparte de las células mencionadas anteriormente, el eyaculado está compuesto
de fluido o plasma seminal que es importante para la sobrevivencia de los espermatozoides por sus
altos niveles de fructosa y diversas proteínas. Sin embargo, estos compuestos pueden disminuir la
pureza y calidad del ADN extraído, lo cual fue observado en este estudio ya que las razones de
pureza A260/A280 y A260/230 obtenidas en la mayoría de las muestras se encontraban fuera de los
rangos óptimos (1.8-2.0 y >2.0 respectivamente; Weyrich, 2012). En la literatura se ha reportado
que incluso al utilizar otros kits de extracción, como el Zymo´s® Quick-gDNA MiniPrep Kit, se
obtienen razones de pureza bajas. Por lo tanto, se ha propuesto agregar un paso de lavado con etanol
o utilizar tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP, por sus siglas en inglés) como agente reductor durante
la extracción para eliminar los remanentes de proteínas y compuestos que afectan la pureza del
ADN extraído (Wu et.al., 2015; Weyrich, 2012). A pesar de estas dificultades, se logró extraer la
concentración necesaria para la detección molecular del VPH y por ende, implementar un protocolo
de extracción de ADN viral en semen.

La optimización del PCR punto final para la detección del VPH en el semen culminó con la
exclusión del par de cebadores PC03/PC04 de la reacción de PCR. Inicialmente, estos cebadores se
agregaron en la reacción ya que, al ser la β−globina un gen constitutivo, cumplían con el rol de ser
un control de amplificación indicando si el ADN extraído estaba disponible para la detección del
VPH, en otras palabras, si la extracción de ADN del semen fue eficiente (Tafvizi, Fard y Assareh,
2015). No obstante, al utilizar este par de cebadores en simultáneo con el par de cebadores del VPH,
GP5+/GP6+, el único fragmento amplificado fue el de la β−globina (parte A y B de la figura 6.2).
Los controles internos, como la β−globina, tienen la ventaja de una amplificación simultánea de
VPH y ADN genómico pero, también pueden disminuir la sensibilidad analítica del PCR del VPH.
Esta disminución se debe a la amplificación altamente eficiente de la β−globina, que compite por
la ADN polimerasa y los nucleótidos libres, y a que exhibe una mayor sensibilidad que el par de
cebadores del VPH. Es por eso que la mayoría de los PCRs para VPH carecen de un control interno
(Schmitt et.al., 2008). En este estudio, los PCR de las muestras se llevaron a cabo únicamente con
el par de cebadores GP5+/GP6+ pero, por la importancia del uso de un control interno, por cada
grupo de 10 muestras se seleccionó una al azar y se corrió un PCR del control interno para confirmar
la eficiencia de la extracción del ADN y detectar posibles fallos en el PCR.

Además, como parte de la optimización, se redujo la temperatura de alineamiento a 46°C para
lograr la amplificación del fragmento del VPH de interés. Al comprobar dicha temperatura con los
controles positivos de VPH (parte D de la Figura 6.2), los cuales provenían de verrugas en piel, no
se obtuvieron bandas inespecíficas como ocurrió con las muestras de semen (figuras I.1, I.2 y I.3 en
Anexos). Esto ocurrió debido a dos razones, la primera recae en que la temperatura de alineamiento
de este par de cebadores es muy baja, lo cual fomenta la aparición de estas bandas inespecíficas (de
Roda et.al., 1995). En segundo lugar, el fluido seminal contiene una variedad de minerales, como zinc,
cobre, magnesio, fósforo, potasio y calcio, que se originan de la próstata y cuyos remanentes tras la
extracción de ADN pueden interferir el PCR, dando como resultado una amplificación inespecífica
(Alarcón-Zúñiga et.al., 2016). No obstante, el tener la presencia de estas bandas inespecíficas en
alguna de las muestras no dificultó la observación del fragmento de interés del VPH, por lo que no
fue necesario continuar con la optimización de la reacción.

Así pues, mediante la detección molecular, se determinó que la prevalencia del VPH en el semen
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de pacientes que asisten a una clínica de fertilidad privada en la ciudad de Guatemala es del 71.0%;
valor que supera la prevalencia hipotetizada entre el 10 al 30%. Dicha prevalencia fue estimada
según lo reportado en la literatura en donde se indica que la prevalencia del VPH a nivel seminal en
pacientes de clínicas de fertilidad generalmente varía entre el 7.8% y 28.6%, presentando un valor
de 29.4% en países de Europa y, en algunos países de latinoamérica como Brasil, un 28% (Golob
et.al., 2014; Bossi et.al., 2019; Laprise et.al., 2013). La prevalencia reportada en el presente estudio
es alarmante y de gran importancia para la salud pública del país ya que, aunque sólo se da una
pauta de la prevalencia del virus en el sexo masculino al seleccionar una parte de la población, el
alto valor refleja que puede existir un nivel elevado de infección en toda la población guatemalteca
masculina; principalmente al no haber un sesgo en edad o estrato económico entre los participantes
del estudio. Por lo tanto, mediante este dato, se comprueba la necesidad de eliminar el concepto
errado de que la infección y la vacunación del VPH son exclusivamente del sexo femenino.

De las 62 muestras analizadas, 8 correspondían a donantes de semen y de estas, el 75% (6
muestras) presentó un resultado positivo para VPH. En las clínicas de fertilidad, uno de los usos
que se le dan a estas muestras es la inseminación heteróloga o con semen de donante para aquellos
casos en donde no se puede o se evita una inseminación de la pareja masculina ya sea por un semen
de mala calidad, un rasgo genético, una enfermedad infecciosa o porque la mujer quiere lograr un
embarazo sin pareja masculina (Laprise et.al., 2013). Sin embargo se ha evidenciado que, tras recibir
una inseminación con espermatozoides positivos para VPH, es altamente probable que el tracto
genital femenino sea sitio de infección para el VPH, lo que convierte a la contaminación con un
agente infeccioso en el mayor riesgo de este tipo de inseminación (Pereira et.al., 2015). Por ende, la
alta prevalencia del VPH entre los donantes incluidos en este estudio demuestra la importancia de
aplicar técnicas de lavado de semen, por ejemplo con hialuronidasa, durante el procesamiento de este
tipo de muestras para garantizar la remoción del VPH, así como de incluir al VPH dentro del panel
de pruebas infecciosas realizado durante el proceso de selección de donantes, con el fin de minimizar
el riesgo de infección en la mujer.

En cuanto a la relación de la presencia del VPH en el semen con la fragmentación del ADN
espermático, para este estudio, se puede afirmar que el virus no produce efecto sobre este parámetro
seminal. Dicho resultado concuerda con el estudio de Kaspersen et.al. (2013), quienes no encontraron
un cambio en la fragmentación del ADN espermático en las células espermáticas infectadas con
VPH. Sin embargo, otros estudios han demostrado que hay un incremento en la fragmentación
del ADN espermático en espermatozoides infectados con VPH (Tangal et.al., 2019; Boeri et.al.,
2019; Connelly et.al., 2001; Lee et.al., 2002). Por lo tanto, para hallar una concordancia sobre esta
relación, es necesario realizar estudios con poblaciones más grandes y diversas. Además de este,
se evaluó el efecto sobre otros parámetros seminales tales como la concentración espermática, la
movilidad progresiva y la morfología (Figura I.4 en Anexos); con los cuales, de igual forma, no
se encontró una correlación entre la presencia del VPH y los parámetros seminales importantes.
Dado que la fragmentación del ADN espermático y los parámetros evaluados en el espermograma
no proporcionan indicios de la presencia del VPH en el semen, las pruebas moleculares representan
la única alternativa viable para la detección de este virus en muestras seminales.

Una limitación del estudio recae en que únicamente se realizó la detección molecular del VPH y no
la tipificación debido a que los costos que requiere la tipificación de cepas superaban el presupuesto
otorgado para el estudio. Dado que existen tipos de VPH de alto riesgo como el 16, 18 y 33 asociados
al cáncer anogenital en hombres, sería útil realizar un estudio en el que se incluya la tipificación
para determinar no sólo la prevalencia del VPH sino que también la prevalencia de los tipos de
VPH de alto y bajo riesgo, con lo cual se podría evaluar el riesgo de desarrollo de cáncer en la
población. Además, el ADN del VPH se origina únicamente a partir de viriones infecciosos, por lo
que su producción y liberación suele estar limitada en el tiempo (Depuydt et.al., 2021); lo que hace
que la detección molecular del VPH también se encuentre limitada por el tiempo y pueda variar si
las pruebas se hacen en distintos periodos de tiempo. Por último, se podrían evaluar los resultados
después de un tratamiento de fertilización in vitro en el que se utilizó una muestra seminal positiva
de VPH para determinar si la presencia de VPH afecta negativamente los resultados de las ART.
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CAPÍTULO 8

Conclusiones

1. Se implementó un protocolo de extracción de ADN viral en semen que permite extraer la
concentración necesaria para la detección molecular del VPH.

2. Se optimizó el PCR punto final para la detección del VPH en el semen con el par de cebadores
GP5+/GP6+ específicos para VPH.

3. Se determinó que la prevalencia del VPH en el semen de pacientes de una clínica de fertilidad
en la ciudad de Guatemala es del 71.0%; lo que comprueba la necesidad de eliminar el concepto
errado de que la infección y la vacunación del VPH son exclusivamente del sexo femenino.

4. La alta prevalencia del VPH entre los donantes de semen incluidos en este estudio demuestra la
importancia de aplicar técnicas de lavado de semen durante el procesamiento de las muestras
y la necesidad de incluir al VPH dentro del panel de pruebas infecciosas que forma parte del
proceso de selección de donantes de semen en clínicas de fertilidad.

5. Para este estudio fue posible afirmar que el VPH no produce un efecto sobre la fragmentación
del ADN espermático ni sobre otros parámetros seminales importantes como la concentración
espermática, la movilidad progresiva y la morfología.
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CAPÍTULO 9

Recomendaciones

1. Durante la extracción del ADN del semen, se recomienda agregar un paso de lavado con etanol
o utilizar TCEP como agente reductor para eliminar los remanentes de proteínas y compuestos
y mejorar la calidad del ADN extraído.

2. Se recomienda realizar la tipificación de los tipos de VPH para determinar la prevalencia de los
tipos de VPH de alto riesgo y bajo riesgo, con lo cual se podría evaluar el riesgo de desarrollo
de cáncer en la población masculina guatemalteca.

3. Para determinar si la presencia del VPH en el semen afecta negativamente los resultados de
las ART, se recomienda evaluar los resultados después de un tratamiento de fertilización in
vitro en el que se utilizó una muestra seminal positiva para VPH.
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CAPÍTULO 11 ANEXO C

Documento adicional No. 2
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CAPÍTULO 11 ANEXO D

Dictamen de aprobación del Comité de Ética de FCCHH de la UVG
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CAPÍTULO 11 ANEXO E

SOP No. 1: Prueba SCD para la determinación del SDFI en semen.
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CAPÍTULO 11 ANEXO F

SOP No. 2: Extracción de ADN viral en muestras de semen.
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CAPÍTULO 11 ANEXO G

SOP No. 3: Detección molecular del VPH en las muestras de semen por
PCR punto final.
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CAPÍTULO 11 ANEXO H

Cuantificación de ADN extraído en muestras de semen.
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Cuadro H.1: Concentración y valores de pureza del ADN extraído de las muestras de semen.

Muestra Réplica Concentración
(ng/uL)

A260/A280 A260/A230

P-01 1 3.10 1.49 0.22
2 3.30 1.48 0.23
3 2.70 1.62 0.20

P-02 1 3.10 1.76 0.18
2 3.20 1.86 0.18
3 2.90 2.78 0.17

P-03 1 6.10 1.72 0.32
2 6.00 1.70 0.32
3 5.20 1.95 0.29

P-04 1 3.80 1.98 0.29
2 3.90 2.20 0.30
3 3.70 2.16 0.29

P-05 1 4.40 1.59 0.20
2 4.30 1.55 0.19
3 4.10 1.82 0.19

P-06 1 11.70 1.77 0.39
2 11.70 1.81 0.40
3 11.50 1.75 0.37

P-07 1 3.50 1.95 0.28
2 3.10 2.06 0.29
3 3.60 2.28 0.25

P-08 1 15.90 1.99 0.68
2 16.00 1.96 0.66
3 15.90 1.94 0.71

P-09 1 4.10 1.85 0.28
2 3.40 1.72 0.27
3 2.60 2.34 0.22

P-10 1 21.60 1.85 0.71
2 21.10 1.88 0.71
3 21.10 1.89 0.71

P-11 1 5.60 2.14 0.29
2 6.70 1.89 0.32
3 6.30 1.99 0.32

P-12 1 7.20 2.26 0.40
2 7.20 2.34 0.18
3 6.80 2.32 0.37

P-13 1 4.70 2.06 0.31
2 4.50 2.07 0.30
3 4.70 2.38 0.31

P-14 1 12.00 1.74 0.39
2 12.00 1.80 0.39
3 12.60 1.69 0.40

P-15 1 4.40 2.12 0.22
2 4.90 1.96 0.24
3 5.30 1.74 0.25

P-16 1 7.70 1.85 0.28
2 8.10 1.82 0.28
3 8.40 1.79 0.28
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Continuación cuadro H.1: Concentración y valores de pureza del ADN extraído de las muestras
de semen...

Muestra Réplica Concentración
(ng/uL)

A260/A280 A260/A230

P-17 1 6.30 2.14 0.35
2 6.90 1.99 0.37
3 7.00 1.74 0.37

P-18 1 3.70 1.75 0.23
2 3.90 1.70 0.24
3 3.60 1.51 0.22

P-19 1 7.50 1.97 0.41
2 7.80 1.74 0.41
3 7.30 1.89 0.39

P-20 1 1.50 3.03 0.29
2 2.70 1.50 0.33
3 3.60 1.40 0.36

P-21 1 12.80 1.61 0.51
2 12.40 1.64 0.58
3 12.70 1.73 0.65

P-22 1 4.40 1.57 0.22
2 4.20 1.70 0.21
3 5.40 1.45 0.28

P-23 1 15.50 1.67 1.09
2 16.20 1.68 1.07
3 16.80 1.61 0.91

P-24 1 6.20 1.89 0.72
2 6.90 1.56 0.70
3 6.40 1.69 0.69

P-25 1 4.80 1.42 0.38
2 4.40 1.58 0.37
3 4.60 1.50 0.36

P-26 1 5.50 1.68 0.47
2 5.00 1.82 0.48
3 6.00 1.78 0.31

P-27 1 6.20 1.74 0.47
2 7.70 1.90 0.70
3 6.80 1.67 0.68

P-28 1 5.70 1.81 0.46
2 4.40 0.96 0.46
3 6.00 1.74 0.46

P-29 1 3.10 1.45 0.38
2 3.60 1.28 0.39
3 2.90 1.44 0.36

P-30 1 3.80 2.31 0.42
2 3.70 2.36 0.41
3 4.40 2.18 0.47

P-31 1 7.70 1.91 1.07
2 6.30 2.49 1.05
3 10.70 1.49 1.19

P-32 1 5.52 1.52 0.91
2 5.52 1.57 0.86
3 4.60 2.05 0.81
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Continuación cuadro H.1: Concentración y valores de pureza del ADN extraído de las muestras
de semen...

Muestra Réplica Concentración
(ng/uL)

A260/A280 A260/A230

P-33 1 32.00 1.83 1.14
2 33.20 1.84 1.19
3 35.60 1.88 1.16

P-34 1 3.90 1.88 0.64
2 5.40 1.71 0.80
3 4.00 2.05 0.66

P-35 1 20.20 2.13 0.89
2 22.10 1.98 0.90
3 24.20 1.79 0.96

P-36 1 9.30 1.71 0.55
2 9.60 1.69 0.55
3 9.20 1.72 0.54

P-37 1 3.10 2.70 0.58
2 4.50 1.51 0.77
3 4.40 1.46 0.73

P-38 1 6.30 1.47 0.78
2 6.40 1.55 0.83
3 6.80 1.47 0.83

P-39 1 1.80 2.81 0.49
2 1.70 1.64 0.41
3 2.00 1.81 0.50

P-40 1 4.30 2.31 0.28
2 3.70 2.91 0.34
3 3.80 2.74 0.33

P-41 1 8.70 2.48 0.57
2 8.74 2.46 0.63
3 9.70 2.26 0.67

P-42 1 6.00 2.77 0.40
2 6.10 2.86 0.42
3 6.40 2.67 0.42

P-43 1 5.70 2.83 0.89
2 5.80 2.99 0.89
3 6.50 2.22 0.90

P-44 1 13.10 2.20 1.33
2 13.10 2.40 1.30
3 13.20 2.09 1.31

P-45 1 1.60 3.91 0.41
2 0.80 4.55 0.24
3 0.50 3.80 0.17

P-46 1 6.10 2.30 0.60
2 5.80 2.38 0.58
3 5.10 2.38 0.31

P-47 1 4.80 2.59 0.30
2 4.60 2.07 0.29
3 4.30 2.74 0.28

P-48 1 2.00 3.71 0.41
2 2.20 4.49 0.60
3 2.40 4.97 0.54
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Continuación cuadro H.1: Concentración y valores de pureza del ADN extraído de las muestras
de semen...

Muestra Réplica Concentración
(ng/uL)

A260/A280 A260/A230

P-49 1 6.90 2.10 0.57
2 6.80 2.30 0.56
3 7.50 2.13 0.56

P-50 1 3.50 2.59 0.28
2 3.20 2.49 0.29
3 3.70 2.46 0.32

P-51 1 1.10 2.07 0.54
2 1.50 2.58 0.50
3 1.70 2.03 0.57

P-52 1 1.50 1.90 0.18
2 1.70 2.73 0.21
3 2.70 2.59 0.28

P-53 1 3.90 3.35 0.22
2 4.20 2.74 0.24
3 3.90 4.06 0.23

P-54 1 7.40 2.86 0.44
2 7.70 2.91 0.45
3 7.60 2.62 0.44

P-55 1 6.30 2.20 0.51
2 5.80 1.96 0.52
3 5.40 1.89 0.51

P-56 1 2.00 2.55 0.45
2 1.70 3.00 0.43
3 1.90 2.51 0.47

P-57 1 8.40 1.94 0.42
2 12.80 1.88 0.53
3 8.70 1.87 0.46

P-58 1 5.80 2.13 0.64
2 5.70 2.29 0.66
3 7.00 1.91 0.67

P-59 1 2.20 3.34 0.39
2 2.70 3.83 0.42
3 2.90 3.05 0.42

P-60 1 8.60 2.33 0.44
2 9.10 1.91 0.46
3 8.50 2.11 0.43

P-61 1 11.40 1.89 0.59
2 9.90 1.82 0.56
3 11.40 1.79 0.56

P-62 1 3.40 2.05 0.55
2 3.50 1.99 0.46
3 2.70 2.33 0.44
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Cuadro H.2: Promedio de la concentración y valores de pureza del ADN extraído de las muestras de
semen.

Muestra Concentración
(ng/uL)

A260/A280 A260/A230

P-01 3.03 1.53 0.22
P-02 3.07 2.13 0.18
P-03 5.77 1.79 0.31
P-04 3.80 2.11 0.29
P-05 4.27 1.65 0.19
P-06 11.63 1.78 0.39
P-07 3.40 2.10 0.27
P-08 15.93 1.96 0.68
P-09 3.37 1.97 0.26
P-10 21.27 1.87 0.71
P-11 6.20 2.01 0.31
P-12 7.07 2.31 0.32
P-13 4.63 2.17 0.31
P-14 12.20 1.74 0.39
P-15 4.87 1.94 0.24
P-16 8.07 1.82 0.28
P-17 6.73 1.96 0.36
P-18 3.73 1.65 0.23
P-19 7.53 1.87 0.40
P-20 2.60 1.98 0.33
P-21 12.63 1.66 0.58
P-22 4.67 1.57 0.24
P-23 16.17 1.65 1.02
P-24 6.50 1.71 0.70
P-25 4.60 1.50 0.37
P-26 5.50 1.76 0.42
P-27 6.90 1.77 0.62
P-28 5.37 1.50 0.46
P-29 3.20 1.39 0.38
P-30 3.97 2.28 0.43
P-31 8.23 1.96 1.10
P-32 5.00 1.71 0.86
P-33 33.60 1.85 1.16
P-34 4.43 1.88 0.70
P-35 22.17 1.97 0.92
P-36 9.37 1.71 0.55
P-37 4.00 1.89 0.69
P-38 6.50 1.50 0.81
P-39 1.83 2.09 0.47
P-40 3.93 2.65 0.32
P-41 8.93 2.40 0.62
P-42 6.17 2.77 0.41
P-43 6.00 2.68 0.89
P-44 13.13 2.23 1.31
P-45 0.97 4.09 0.27
P-46 5.67 2.35 0.50
P-47 4.57 2.47 0.29
P-48 2.20 4.39 0.52
P-49 7.07 2.18 0.56
P-50 3.47 2.51 0.30
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Continuación cuadro H.2: Promedio de la concentración y valores de pureza del ADN extraído
de las muestras de semen...

Muestra Concentración
(ng/uL)

A260/A280 A260/A230

P-51 1.43 2.23 0.54
P-52 1.97 2.41 0.22
P-53 4.00 3.38 0.23
P-54 7.57 2.80 0.44
P-55 5.83 2.02 0.51
P-56 1.87 2.69 0.45
P-57 9.97 1.90 0.47
P-58 6.17 2.11 0.66
P-59 2.60 3.41 0.41
P-60 8.73 2.12 0.44
P-61 10.90 1.83 0.57
P-62 3.20 2.12 0.48
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Cuadro H.3: Parámetros seminales importantes de las muestras de semen.

Muestra Concentración
espermática

(millones/mL)

Movilidad
progresiva

(%)

ITZ Formas
normales (%)

P-01 74.7 64.0 1.51 1.0
P-02 21.7 15.0 1.71 1.0
P-03 190.0 68.0 1.57 3.0
P-04 3.7 38.0 1.58 1.0
P-05 56.3 12.0 1.68 1.0
P-06 233.3 74.0 1.67 7.0
P-07 54.0 53.0 1.64 3.0
P-08 114.0 76.0 1.62 2.0
P-09 24.3 31.0 1.87 3.0
P-10 256.3 7.0 1.61 10.0
P-11 114.3 75.0 1.79 1.0
P-12 29.7 48.0 1.65 2.0
P-13 51.7 50.0 1.42 1.0
P-14 128.3 35.0 1.89 0.0
P-15 116.7 79.0 1.63 1.0
P-16 64.7 64.0 1.51 1.0
P-17 103.3 56.0 1.75 0.0
P-18 58.7 64.0 1.56 3.0
P-19 58.0 57.0 1.56 5.0
P-20 57.0 79.0 1.87 5.0
P-21 270.0 78.0 1.53 1.0
P-22 1.0 4.0 - -
P-23 308.3 41.0 1.87 1.0
P-24 2.7 21.0 1.85 0.0
P-25 44.7 61.0 1.57 4.0
P-26 75.0 79.0 1.74 4.0
P-27 64.7 47.0 1.96 2.0
P-28 113.3 78.0 1.71 4.0
P-29 17.0 60.0 1.69 5.0
P-30 39.3 50.0 1.82 4.0
P-31 27.0 45.0 2.11 5.0
P-32 31.0 55.0 1.75 2.0
P-33 123.0 64.0 1.71 0.0
P-34 43.0 66.0 1.42 2.0
P-35 150.0 67.0 1.44 6.0
P-36 4.3 33.0 1.90 0.0
P-37 61.7 83.0 1.34 2.0
P-38 90.7 73.0 1.55 1.0
P-39 5.7 39.0 1.64 2.0
P-40 123.7 63.0 1.42 1.0
P-41 62.0 2.0 1.41 2.0
P-42 84.0 58.0 1.55 5.0
P-43 44.3 37.0 1.56 6.0
P-44 124.7 71.0 1.50 8.0
P-45 85.0 85.0 1.65 6.0
P-46 29.3 75.0 1.98 0.0
P-47 206.7 65.0 1.90 2.0
P-48 17.3 55.0 1.61 5.0
P-49 67.7 9.0 1.87 0.0
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Continuación cuadro H.3: Parámetros seminales importantes de las muestras de semen...

Muestra Concentración
espermática

(millones/mL)

Movilidad
progresiva

(%)

ITZ Formas
normales (%)

P-50 51.3 59.0 1.61 7.0
P-51 12.0 19.0 1.58 1.0
P-52 42.7 41.0 1.94 0.0
P-53 17.0 45.0 1.76 1.0
P-54 15.7 46.0 1.57 3.0
P-55 33.0 39.0 1.60 2.0
P-56 49.3 70.0 1.59 1.0
P-57 55.0 55.0 1.80 4.0
P-58 88.0 29.0 2.03 0.0
P-59 37.3 52.0 1.76 2.0
P-60 32.0 37.0 1.61 3.0
P-61 43.7 56.0 1.82 1.0
P-62 3.3 45.0 1.78 0.0
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CAPÍTULO 11 ANEXO I

Presencia de VPH y SDFI en las muestras de semen.

72



Cuadro I.1: Presencia de VPH y SDFI en las muestras de semen.

Muestra Presencia de VPH SDFI (%)
P-01 Positivo 5.5
P-02 Negativo 7.8
P-03 Negativo 11.6
P-04 Positivo 27.3
P-05 Negativo 27.4
P-06 Negativo 3.5
P-07 Negativo 38.0
P-08 Negativo 5.5
P-09 Negativo 3.9
P-10 Negativo 9.7
P-11 Positivo 17.1
P-12 Negativo 7.7
P-13 Negativo 12.9
P-14 Negativo 2.2
P-15 Positivo 5.3
P-16 Positivo 4.5
P-17 Positivo 11.5
P-18 Positivo 4.1
P-19 Positivo 5.2
P-20 Negativo 8.2
P-21 Negativo 4.3
P-22 Negativo 9.9
P-23 Negativo 15.4
P-24 Positivo 3.3
P-25 Positivo 2.7
P-26 Negativo 1.9
P-27 Positivo 3.3
P-28 Positivo 0.9
P-29 Positivo 1.2
P-30 Positivo 20.2
P-31 Positivo 7.5
P-32 Negativo 12.9
P-33 Positivo 3.9
P-34 Positivo 6.2
P-35 Positivo 6.3
P-36 Positivo 3.5
P-37 Positivo 1.7
P-38 Positivo 17.4
P-39 Positivo 7.6
P-40 Positivo 7.5
P-41 Positivo 8.0
P-42 Positivo 7.6
P-43 Positivo 26.6
P-44 Positivo 11.2
P-45 Positivo 11.0
P-46 Positivo 4.8
P-47 Positivo 1.4
P-48 Positivo 4.2
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Continuación cuadro I.1: Presencia de VPH y SDFI en las muestras de semen...

Muestra Presencia de VPH SDFI (%)
P-49 Negativo 32.4
P-50 Positivo 7.6
P-51 Positivo 1.4
P-52 Positivo 14.2
P-53 Positivo 12.6
P-54 Positivo 2.0
P-55 Positivo 1.6
P-56 Positivo 1.5
P-57 Positivo 10.4
P-58 Positivo 32.0
P-59 Positivo 2.3
P-60 Positivo 2.6
P-61 Positivo 18.1
P-62 Positivo 4.2

Figura I.1: Detección de VPH en muestras P-01 a P-20 de semen por medio de PCR punto final.
A)P-01 a P-05, B) P-06 a P-10, C) P-11 a P-15 y D) P-16 a P-20.
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Figura I.2: Detección de VPH en muestras P-21 a P-40 de semen por medio de PCR punto final.
A)P-21 a P-25, B) P-26 a P-30, C) P-31 a P-35 y D) P-36 a P-40.
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Figura I.3: Detección de VPH en muestras P-41 a P-55 de semen por medio de PCR punto final.
A)P-41 a P-45, B) P-46 a P-50, C) P-51 a P-55, D) P-56 a P-60 y E) P-61 a P-62.
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Figura I.4: SDFI y presencia de VPH en función de A) Concentración espermática (millones/mL),
B) Espermatozoides móviles progresivos (%), C) Formas normales y D) Índice de teratozoospermia

(ITZ).
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