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RESUMEN

Introduccion: EI comportamiento endémico y epidémico de las arbovirosis transmitidas
por diferentes especies del género Aedes, ha contribuido a la rapida distribucion
geogréfica y diseminacion de las enfermedades conocidas como fiebre del Zika y fiebre
Chikungunya, ocasionadas por los virus Zika y Chikungunya, respectivamente. Si bien
existe evidencia de la transmision por via sexual del Zika, y se ha observado la presencia
del Chikungunya en semen, no se conocen muy bien los efectos de la interaccion de esos
dos virus con los espermatozoides.

Objetivo: Determinar los efectos in vitro de la interaccion de los virus Zika y
Chikungunya en los pardmetros espermaticos convencionales y funcionales de
espermatozoides humanos.

Metddos: Se realiz6 un estudio experimental en el laboraotrio del Grupo Reproduccion,
Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia entre julio 2019 y julio 2021.
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Espermatozoides de once muestras de semen de individuos sanos fueron incubados con
el los virus Zika y Chikungunya durante 3 horas a 37°C, 5 % de CO2. Para cada muestra
se cuantifico la movilidad y la viabilidad espermatica por microscopio. Ademas, se
evaluaron: potencial de la membrana mitocondrial espermatica, integridad de la
membrana espermatica, lipoperoxidacion de la membrana espermatica y produccion de
especies reactivas de oxigeno intracelulares espermaticas, en respuesta a la incubacién
con el Zika o Chikungunya por citometria de flujo.

Resultados: La incubacién de los espermatozoides con el Zika disminuy6 la movilidad
y la viabilidad espermatica, y afect6 negativamente los parametros funcionales evaluados.
En contraste, el Chikungunya incremento ligeramente la movilidad espermatica.
Conclusiones: Los resultados sugieren que el virus del Zika interactia con los
espermatozoides humanos y produce un desbalance entre el estrés oxidativo y su
capacidad antioxidante, lo que afecta la movilidad espermaética y podria estar implicado
en la calidad espermética y el potencial fértil de los hombres infectados.

Palabras clave: semen; espermatozoides; fertilidad; especies reactivas de oxigeno;

membrana espermatica.

ABSTRACT

Introduction: The endemic and epidemic behavior of the arbovirosis transmitted by
different species of the genus Aedes has contributed to the rapid geographical distribution
and dissemination of the diseases known as Zika fever and Chikungunya fever, caused
by the Zika and Chikungunya viruses, respectively. While there is evidence of the sexual
transmission of Zika, and the presence of Chikungunya has been observed in semen, the
effects of the interaction of these two viruses with the sperm are not known very well.
Objective: to determine the in-vitro effects of the interaction of Zika and Chikungunya
viruses in the conventional and functional sperm parameters of human sperm.

Methods: An experimental study was carried out in the Laboratory of the Reproduction
Group, Faculty of Medicine, at the University of Antiogquia from July 2019 to July 2021.
The sperm of eleven samples of semen of healthy individuals were incubated with Zika
and Chikungunya viruses for 3ha 37 ° C, 5 % CO2. For each sample, mobility and sperm
viability by microscope were quantified. In addition, it was evaluated the potential of the

sperm mitochondrial membrane, the integrity and lipoperoxidation of the sperm
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membrane, and the production of reactive species of sperm intracellular oxygen, in
response to the incubation with zika or chikungunya by flow cytometry.

Results: The incubation of the sperm with Zika decreased mobility and sperm viability,
and negatively affected the evaluated functional parameters. In contrast, Chikungunya
slightly increased sperm mobility.

Conclusions: The results suggest that Zika virus interacts with human sperm and
produces an imbalance between oxidative stress and its antioxidant capacity. This affects
sperm mobility and could be involved in sperm quality and fertile potential of infected
men.

Keywords: semen; sperm; fertility; reactive oxygen species; sperm membrane.
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Introduccion

Las enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes han promovido un gran interés
en salud publica después de los brotes ocurridos en los Gltimos afios en las areas tropicales
y subtropicales, incluidos los causados por el virus Chikungunya (CHIKV) y el virus Zika
(ZIKV), dos arbovirus de la familia Togaviridae y Flaviviridae, respectivamente. El
genoma de esos virus estd compuesto por un ARN monocatenario de polaridad positiva,
que codifica para las proteinas estructurales y no estructurales. EI CHIKV y el ZIKV son
transmitidos por la picadura de mosquitos hembra infectados del género Aedes (Ae),
principalmente Ae aegypti y Ae albopictus.®?:

Ademas de la transmision por los mosquitos Ae, se han confirmado otras rutas
importantes de transmision del ZIKV, incluyendo transfusiones sanguineas, via perinatal
al feto y via sexual de hombre a mujer.® EI ARN del ZIKV ha sido aislado de diferentes
fluidos humanos, incluido el semen, donde puede persistir por largos periodos de tiempo
después de la aparicion inicial del cuadro clinico.® Es mas, se ha reportado ZIKV
infeccioso en semen hasta 69 dias después del inicio de los sintomas.® Se ha reportado
que la infeccion por el ZIKV disminuye la concentracion y la movilidad esperméatica,®”

incluso después de la fase aguda de la infeccion.®
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Estudios in vitro han evidenciado que el ZIKV infecta una amplia gama de células en el
tracto reproductivo masculino, que afecta la fertilidad. Govero y otros® reportaron una
disminucion en la concentracién y movilidad espermatica, asociada a la destruccion de
las células germinales y somaticas en los testiculos de ratones infectados con una cepa
africana del ZIKV.®) Ademas, se han observado particulas virales intactas en la
membrana y en el interior de los espermatozoides, lo que sugiere que tanto el liquido
seminal como los espermatozoides podrian actuar como una via de transmision del
virus.V

En primates no humanos-babuinos Papio anubis-, la infeccion por el ZIKV produjo
alteraciones en la espermatogénesis, al desencadenar la disminucién de la concentracién
espermatica posinfeccion.*? Aunque menos frecuente, también se han observado
cambios celulares como el incremento de la fragmentacion del DNA y anormalidades de
la pieza intermedia de los espermatozoides en ratones infectados por el ZIKV.9 Esos
resultados sugieren que la infeccion por el ZIKV tiene efectos adversos en la salud sexual
y reproductiva masculina.

A pesar de no existir evidencia solida sobre la transmision sexual del CHIKV, Bandeira
y otros reportaron la presencia de ARN del CHIKV en sangre, orina y semen durante la
fase aguda en un paciente adulto coinfectado con virus del dengue 3.4 Las muestras de
orina y semen dieron positivas para el CHIKV aln después de 30 dias de la aparicion de
los sintomas. Esos resultados permiten postular la posible transmisién del virus por via
sexual y su presencia en el testiculo podria asociarse con efectos deletéreos similares a
los reportados para el ZIKV. Sin embargo, ain no existen estudios orientados a estudiar
la relacion entre el CHIKV y los espermatozoides humanos, es por ello que el objetivo
del presente estudio fue determinar los efectos in vitro de la interaccion de los virus
CHIKV y ZIKV en los parametros espermaticos convencionales y funcionales de

espermatozoides humanos.

Métodos

Se incluyeron 11 muestras de semen de individuos aparentemente sanos, recolectadas por
masturbacion en un recipiente estéril, después de un periodo de abstinencia sexual de 2 a
5 dias. El estudio fue aprobado por el comité de Bioética de la Facultad de Medicina de

la Universidad de Antioquia en Medellin, Colombia. Cada participante, después de haber
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leido el consentimiento informado, y habérsele explicado el objetivo de la investigacion
y las condiciones de la toma de la muestra, aceptd participar voluntariamente en el
estudio.

A cada muestra seminal (n=11) se le cuantifico la movilidad y la viabilidad espermatica,
de acuerdo con los lineamientos establecidos en el manual para el analisis seminal
publicado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2010,34 antes y después
de la incubacion con el ZIKV o CHIKYV, en un microscopio de luz con objetivo de 40X.
Todas las muestras que se incluyeron en el estudio fueron normozoospérmicas.

Ademas, se cuantificé el efecto del ZIKV sobre el potencial de membrana mitocondrial
(n=3), la integridad de la membrana (n=3), la lipoperoxidacién de la membrana (n=3) y
los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelulares (n=3), y de los

espermatozoides humanos.

Incubacion directa de los espermatozoides humanos con los virus
Cinco millones de espermatozoides suspendidos en medio HAM-F10 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) fueron incubados con el ZIKV (linaje
asiatico), a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,5, 1y 2. Para el caso del CHIKV
(aislado clinico colombiano) se usé una MOI de 1, 5y 10. En ambos casos la incubacion
se realiz durante 3 horas a 37°C. La movilidad espermatica se determind al inicio de la
incubacion (0 h), a los 10 minutos y luego cada hora. Como control se utilizaron

espermatozoides no infectados, pero incubados solo con medio HAM-F10 (Fig. 1).
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Fig. 1 - Flujograma de la metodologia. Efecto de la interaccion del ZIKV y CHIKV con los

espermatozoides humanos.

Determinacion de parametros seminales convencionales

Después de la incubacién de los espermatozoides con el ZIKV o el CHIKV, se realizo la
cuantificacion de la movilidad y la viabilidad espermatica en recuentos por duplicado de
al menos 200 espermatozoides al tiempo: 0, 1, 2 y 3 h posincubacién (hpin), y se utilizo
un microscopio de luz con el objetivo 40X.
La cuantificacion inicial de los parametros seminales es considerada como el tiempo
inicial. El tiempo cero son las caracteristicas espermaticas justo antes de incubarlas con
cada virus, mientras que el tiempo inicial (0,1 h, 5 0 6 min) después de incubar los
espermatozoides con cada virus, es el tiempo requerido metodolégicamente para poder
realizar la cuantificacion inicial.
La movilidad de los espermatozoides segun los lineamientos de la OMS, se clasificé en:

— espermatozoides moviles progresivos,

— espermatozoides moviles no progresivos,

— espermatozoides inmoviles.

La viabilidad de los espermatozoides se determind con la tincidén con eosina Y, y se

clasificaron como vivos los espermatozoides que excluyeron el colorante. Los resultados
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son expresados como el cambio en el porcentaje de la movilidad, posterior a la

normalizacion, con respecto a la muestra control (% estudio / % control).

Determinacion de los parametros seminales funcionales

La determinacion del efecto del virus sobre los parametros seminales funcionales se
realizd después de evidenciar el efecto sobre los pardmetros convencionales. Con base en
los resultados observados después de la interaccion directa con los virus, se selecciond
solo la MOI de 2 y el tiempo de 2 hpin. En todas las muestras se usaron entre 5000 y
10 000 espermatozoides y las lecturas se realizaron en el clitdmetro de flujo LSR Fortessa
(BD Biosciences, CA, USA) y se analizaron con el programa FlowJo (Flowjo, Treestar
Inc., Ashland, OR, USA).

Determinacion del potencial de membrana mitocondrial espermatica
Después de 2 hpin, los espermatozoides, tanto del control como los incubados con ZIKV
(MOI de 2), se trataron con 0,25 mg/mL de yoduro de propidio (IP) (Molecular
Probes®Inc, OR, USA) y 10 nM de 3,3’dihexiloxacarbocianina (DIOC6) (Molecular
Probes®) durante 30 min. Los espermatozoides se lavaron una vez, y se centrifugaron a
300g/5 min. El botdn fue resuspendido en PBS 1Xy se realiz6 la lectura en el citometro
de flujo de 10 000 espermatozoides por muestra, de acuerdo cono el protocolo descrito

previamente,(>16.17)

Determinacion de la integridad de la membrana espermatica
De acuerdo con el protocolo previamente establecido,>6® después de 2 hpin con
ZIKV, los espermatozoides se incubaron con IP a una concentracion final de 0,25 mg/mL
y 1 uM de Sybr 14 (LIVE/DEAD® Sperm-Viability Kit, Molecular Probes®) durante 30
minutos. Estos fueron lavados una vez con PBS 1X y finalmente el botdn celular se
resuspendio en PBS 1X vy se realizé la lectura por citometria, de acuerdo con el protocolo

descrito previamente.(>16.18)

Analisis de la lipoperoxidacion de la membrana espermatica
Después de 2 hpin con ZIKV, los espermatozoides se incubaron con el colorante BODYPI

C11 (Molecular Probes® Inc, OR, USA) durante 30 minutos; se lavaron una vez con PBS
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1X, se resuspendid el botén en PBS 1X y se realiz0 la lectura en el citbmetro, segun el

protocolo descrito previamente.(1516:18)

Evaluacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno

intracelulares espermaticas

Luego de 2 hpin con ZIKV, los espermatozoides se incubaron con 1 pM 2°,7°-
diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 0,25
mg/mL IP durante 30 min. Se lavaron 3 veces con PBS 1X y finalmente el botén fue
resuspendido en PBS 1X. La lectura para determinar los niveles de especies reactivas de
oxigeno se realizé en el citometro de flujo, de acuerdo con el protocolo previamente
descrito. (1516.18)

Para el analisis estadistico se realiz6 una prueba de Friendman y comparaciones multiples
de Dunn’s para la comparacion de los grupos con el grupo control. Todas las
determinaciones se realizaron mediante el programa estadistico GraphPad Prism 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, EE.UU.) y se consider6 un nivel minimo de

significancia del 95 %, valor p < de 0,05.

Resultados

En la muestra total, la incubacion del CHIKV con los espermatozoides incrementé tanto
la movilidad progresiva como la movilidad total de los espermatozoides desde el
momento 0, comparado con el grupo control. El efecto fue independiente de la
multiplicidad de infeccion (MOI) viral usada, aunque con la MOI de 10 se observo un
ligero incremento tanto de la movilidad progresiva como total, en la primera y segunda
hora de incubacién. Ademas, se encontré una alta variabilidad entre los espermatozoides
de cada una de las muestras. Luego de 3 h de incubacidn, la movilidad total disminuyé a

porcentajes similares a la muestra control (Fig. 2).
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Fig. 2 - Movilidad de espermatozoides en respuesta al contacto con el CHIKV. A) Movilidad
progresiva; B) Movilidad total CHIKV.

Se observa porcentaje normalizado respecto al control de la movilidad progresiva y
movilidad total de los espermatozoides incubados con el CHIKV, segun la MO, al tiempo
inicial (O h), a los 5-6 min (0,1),ya 1, 2y 3 hpin.

La interaccion de los espermatozoides con el ZIKV disminuye la movilidad y la
viabilidad. En las siguientes figuras se muestra el comportamiento de la movilidad de los
espermatozoides incubados con el ZIKV. En la muestra total, la incubacion con el ZIKV
disminuyé tanto la movilidad progresiva como la movilidad total de los espermatozoides,
principalmente con una MOI de 1y 2, en los 3 tiempos de incubacion evaluados,
comparado con el grupo control. Sin embargo, al retar los espermatozoides con la MOI

de 0,5, esta no afect6 la movilidad espermatica y fue muy similar a la del grupo control
(Fig. 3).
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Fig. 3 - Movilidad de espermatozoides en respuesta al contacto con el ZIKV. A) Porcentaje

normalizado respecto al control de la movilidad progresiva; B) movilidad total de los

espermatozoides incubados con el ZIKV segln la MOI, al tiempo inicial (0 h), a los 5-6 min

0,1),y 1,2y 3hpin.

Resultados similares fueron observados para la viabilidad espermatica; las MOl de 1y 2

del ZIKV disminuyeron la viabilidad en comparacién con el control al momento inicial
(0 h), 1, 2 y 3 hpin (Fig. 4). Sin embargo, la MOI de 0,5 no afect6 la viabilidad

espermatica, excepto a las 3 hpin, donde se observé una ligera disminucion.
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Fig. 4 - Viabilidad de espermatozoides incubados con el ZIKV. Porcentaje normalizado

respecto al control de la viabilidad con las tres MOI usadas (0,5, 1y 2), durante 0, 1, 2 'y 3 hpin.
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Por otro lado, se evaluaron los pardmetros seminales funcionales de los espermatozoides
de 3 muestras de semen que fueron incubados con el ZIKV durante 2 h con una MOI de
2. Los espermatozoides incubados con el ZIKV mostraron una disminucion en el
porcentaje de células con potencial de membrana mitocondrial (PMM) alto (65,9 [51,5 —
67,6] vs 74,5 [55,7 — 78,1]) y en las intensidades medias de fluorescencia (5743 [4147 —
8229] vs 6766 [4289 — 10430]), comparado con el control. Igualmente se observo una
disminucion en la viabilidad de los espermatozoides incubados con el ZIKV en
comparacion con el control (58,9 [40,8 — 71,9] vs 69,5 [57,1 — 81]). La lipoperoxidacion
de las membranas espermaticas fue significativamente mayor en los espermatozoides
incubados con el ZIKV, comparado con el control (92,3 [30 —95,9] vs 0,3 [0,29 — 0,7]).
En la muestra total también se observé un incremento en el nimero de espermatozoides
muertos y necroticos después de la incubacion, comparado con el control (28,1 [19,4 —
49,3] vs 205 [10,7 — 36,7]), e igualmente se observo un ligero incremento en el porcentaje
de produccion de ROS en respuesta a la incubacion con el ZIKV (71,7 [65,5 - 79] vs 66,7
[63,7 - 85]).

Discusion

Hasta la fecha se conoce muy poco sobre el impacto del ZIKV y CHIKV en la calidad
espermatica, y sobre la infeccidn del tracto reproductivo masculino humano. Igualmente,
no existen estudios que evalten el efecto in vitro de la interaccion de esos dos virus con
los espermatozoides humanos. Dado que la informacion disponible se basa en modelos
murinos y primates no humanos,®%1112 es indispensable realizar estudios que permitan
entender mejor la repercusion de esas arbovirosis en las variables del espermograma
humano y la fertilidad.

Se ha reportado que algunos virus con tropismo por el tracto reproductivo
masculino,1°20:21.222324) incluidos virus de las paperas, virus de la hepatitis B, virus de la
hepatitis C y el VIH-1, tienen la capacidad de interactuar con los espermatozoides y
perturbar sus funciones vitales.®>?62728) Esto conlleva a una alteracion de la calidad
seminal, que incluye una disminucion del volumen de eyaculado, pérdida de movilidad

espermatica, reduccion de la concentracidn, e inclusive, la muerte de los espermatozoides.
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En el presente estudio se observéd que el CHIKV no afecté negativamente la movilidad
espermatica in vitro, pero en contraste el virus posiblemente activa los espermatozoides.
En el caso del ZIKV, la incubacién con los espermatozoides indujo un efecto negativo
sobre la movilidad, la viabilidad y los parametros funcionales espermaticos.

Uno de los principales hallazgos de este estudio es la evidencia que el efecto sobre el
espermatozoide varia segun el virus, la MOI y el tiempo de interaccion virus-
espermatozoide. En los espermatozoides que estuvieron incubados con el ZIKV, se
observé una disminucion del potencial de membrana mitocondrial (PMM) y un aumento
de la peroxidacion lipidica, asociado a la disminucion de la movilidad (progresiva y total)
de los espermatozoides. Ademas, el contacto ZIKV-espermatozoide disminuyé la
viabilidad y aumento el nimero de células necroticas, con respecto al control. Estos datos
sugieren que el contacto del virus con los espermatozoides resulta en un desbalance entre
la produccion de oxidantes y antioxidantes en semen, dando lugar al estrés oxidativo, que
podria alterar la estructura y funcion de los espermatozoides como se ha descrito
previamente.®®30:3L32) Sj pien no se encontraron diferencias significativas con respecto a
la produccién de ROS entre el control y las muestras expuestas al ZIKV, el aumento de
la lipoperoxidacion de la membrana de los espermatozoides, como el que se observo en
el presente estudio, se ha relacionado con un aumento de ROS, debido a que puede inhibir
la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, reducir la NADPH intracelular y
aumentar los niveles de glutation reducido, lo que finalmente induce una cascada que
disminuye la fosforilacion del axonema y aumenta la lipoperoxidacion.®

Ademas, el aumento de la lipoperoxidacion puede resultar en la pérdida de la fluidez e
integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides, lo que puede reducir la
reaccion acrosomica y afectar la interaccion espermatozoide-oocito,®23% con
implicaciones negativas en la fertilidad y la fecundacion. De igual modo, la disminucién
del PMM se ha asociado con anomalias en el seminograma,®3:3") en especial, la
reduccion de la movilidad de los espermatozoides y la capacidad fertilizante.(383%49 Se
ha observado que los espermatozoides que tienen mayor movilidad tienen PMM mas
altas,®® una estructura mitocondrial integra con un grado de actividad 6ptima,“® y mayor
capacidad de fertilizacion. Por el contrario, la reduccion del PMM puede ocasionar una
disminucion de la movilidad espermatica, posiblemente por la reduccion de ATP,
producto de la alteracion de la membrana mitocondrial;®8404%42 a su wvez, los

espermatozoides son menos capaces de experimentar la reaccion acrosomica.®)
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Aungue no se observé una modificacion dréstica en el analisis seminal, los resultados son
consistentes con reportes previos que muestran que los individuos infectados por el ZIKV
presentan una alteracion de los parametros espermaticos.**44 Resultados similares se
encontraron en ratones infectados.>46) En concordancia con los resultados presentados
en este trabajo, Joguet y otros“? también observaron un impacto en la movilidad
espermatica en pacientes con infeccion in vivo por ZIKV, y una disminucién en la
movilidad total y progresiva entre los 7 y 20 dias posinfecccion. Sin embargo, no se
evidencid que la infeccion in vivo influenciara la viabilidad de los espermatozoides,
incluso a largo plazo. Por el contrario, un estudio piloto con modelos de primates no
humanos, en el que se realizaron analisis espermaticos computarizados, no pudo
establecer que la infeccion in vivo tuviese un impacto en la movilidad espermatica.“”
Contrario a lo observado con el ZIKV, los resultados obtenidos sugieren que el CHIKV
podria inducir la hiperactivacion espermaética, posiblemente como resultado de la
activacion de cascadas de sefializacion que regulan la movilidad espermética. Al igual
que en el caso particular del CHIKV, no se observo un efecto negativo del virus sobre la
movilidad espermatica, y tampoco se determind el efecto del virus sobre los parametros
funcionales. Entre las limitaciones del presente trabajo se incluyen el pequefio nimero de
muestras analizadas y la alta variacion inter individuo en el efecto del virus.

Los resultados sugieren que el virus del ZIKV interactia con los espermatozoides
humanos y produce un desbalance entre el estrés oxidativo y su capacidad antioxidante,
lo que afecta la movilidad espermética y podria, ademas, estar implicado en la calidad
espermatica y el potencial fértil de los hombres infectados.
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