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Glosario

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida.
TARGA: terapia antirretroviral de gran actividad.

EIT: enfermedad infecciosa transmisible.

TRA: técnicas de reproduccion asistida.

VHC: virus de le hepatitis C.

VHB: virus de la hepatitis B.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

HSG: histerosalpingografia.

HSC: histeroscopia

LPC: laparoscopia.

IA: inseminacion artificial.

IAC: inseminacion artificial conyugal.

IAD: inseminacion artificial de donante.

FIV: fecundacion in vitro.

ICSI: microinyeccion espermatica intracitoplasmatica.
PGS: diagndstico genético preimplantacional con screening de aneuploidias
RN: reproduccién natural.

CV: carga viral.
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Atencion a los deseos reproductivos de las parejas con EIT 1

1. Enfermedades infecciosas transmisibles.
1.1. Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

1.1.1 Etiologia.

1.1.1.1 Caracteristicas generales del VIH.

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la familia de los
retrovirus, subfamilia lentivirus (Streicher HZ, 2000). Estos virus tienen una serie
de caracteristicas especificas que son determinantes en la compleja patogenia de
la infeccion por el VIH, entre estas caracteristicas se encuentra que son virus de
gran diversidad genética (virus ARN) y genoma muy complejo (lentivirus). Su ciclo
vital se compone de 2 fases, la fase de virién infectante (ARN) y la fase provirus
(ADN). Esta fase intermedia de integracion en el genoma huésped le permite

prolongados periodos asintomaticos (latencia), a pesar de una viremia persistente.

Ademas estos virus ARN se replican mediante un mecanismo inverso al
habitual. El papel fundamental para poder realizar esto lo juega una enzima
llamada transcriptasa inversa. Sus células huésped son los linfocitos CD4+,
macrofagos, células nerviosas de la microglia y células dendriticas residentes en

mucosas (células de Langerhans) (Pascual and Corral, 2003).

1.1.1.2 Estructura del VIH-1.

La observacion del VIH al microscopio electrénico de alta resolucion
muestra una envoltura con estructura icosaédrica externa formada por una bicapa
lipidica con 72 protuberancias externas (Gelderblom et al., 1987; Moore et al.,
2001; Zhu et al.,, 2008). Estas estructuras externas corresponden a las dos
mayores proteinas de la envoltura del virus, la gp120 y la gp41. Esta envoltura
protege una nucleocapside formada por cuatro proteinas, p24, p17, p9 y p7 (Figura
1), que se forman a partir de una proteina precursora de 53-kD producto del gen
gag por accion de la VIH-1 proteasa. El polipéptido fosforilado p24 forma la
estructura principal de la nucleocapside. La p17 esta ligada a la parte interna de la
bicapa lipidica y se cree que probablemente tenga una funcion de estabilizacién de
los componentes externos e internos del virion. Las proteinas p7 y p9 se unen

directamente al ARN del virus formando lo que se conoce como nucleocapside o
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2 Introduccion

core. El core ademas de estas proteinas contiene dos copias de ARN de cadena
Unica y varias enzimas virales (transcriptasa inversa, ARNsa H, integrasa y

proteasa).

Figura 1: Estructura del VIH-1 (Cordoba et al., 1999).

120
ap p24
Barrera
lipidica
RNA
p7
p17 - p9
gp41 Transcriptasa
inversa

1.1.1.3 Genoma del VIH-1.

El genoma del VIH tiene un tamafio de 9,8 kilobases. ElI VIH, como la
mayoria de retrovirus con capacidad replicatoria, contiene soélo tres genes
esenciales denominados gag, pol y env (Varmus, 1988). Diversos fenémenos de
postranscripcionales (splicing) producen muchos ARNm subgendémicos que son
importantes para la sintesis de otras proteinas virales. Se conocen genes
adicionales: tat y rev que codifican proteinas reguladoras y vpu, vpr, vif, nef que

codifican otras proteinas accesorias (Figura 2).

Figura 2: Genoma del VIH-1 (HIV sequence database, 2011).
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Precursor Gag-Pol

El gen gag codifica los polipéptidos de la nucleocapside o core (Liu et al.,
2010; Briggs and Krausslich, 2011). El gen pol codifica la transcriptasa inversa del

virus y otras proteinas con actividad enzimatica. El primer fragmento que es

Irene Molina Gonzadlez



Atencion a los deseos reproductivos de las parejas con EIT 3

traducido proviene de un unico transcrito comun a los genes gag y pol y
corresponde a una proteina precursora (Pr160) de las proteinas Gag y Pol. La
proteina precursora Gag (p55), por rotura proteolitica, da lugar a las cuatro
proteinas estructurales mas pequenas: p17, p24, p9 y p7 (Gottlinger et al., 1989;
Wapling et al., 2007). La proteina precursora Pol se divide proteoliticamente en
cuatro proteinas: transcriptasa inversa (RT), proteasa (PR), ribonucleasa H
(ARNsa H) e integrasa (IN). La PR procesa las poliproteinas Gag y Pol. La IN se

ocupa de la integracion del virus en el genoma de la célula huésped.

Vif

Vif es un polipéptido esencial para la replicacion del VIH en linfocitos de
sangre periférica, macréfagos y ciertas lineas celulares (Strebel et al., 1987; Malim
and Emerman, 2008; Neil and Bieniasz, 2009). Para la infeccién de otras lineas
celulares no es necesaria la proteina vif, esto sugiere la presencia de otra proteina
celular que ejerce la misma funcién. Las cadenas de VIH que son vif-defectivas
pueden entrar en las células, pero no pueden sintetizar el ADN provirico
eficientemente (von Schwedler et al., 1993). Los viriones mutantes del gen vif se
ven afectados en la estabilidad del complejo nucleoproteinico viral, mostrando

nucleoproteinas del core incorrectamente ensambladas (Hoglund et al., 1994;
Gaddis et al., 2003).

Vpr

Vpr juega un importante papel en la capacidad infectiva del VIH sobre
células que no se encuentran en division (Heinzinger et al., 1994; Le Rouzic and
Benichou, 2005). También la proteina vpr es capaz de bloquear el ciclo celular en
la fase G2 (Jowett et al., 1995; Rogel et al., 1995; Kogan and Rappaport, 2011).

Vpu

El gen vpu codifica un polipéptido de 16 kD que se localiza en la membrana
interna de la célula (Sato et al., 1990). Vpu proviene del mismo ARNm que env,
pero se traduce en una frecuencia diez veces menor que env debido a un codén
de inicio de traduccion poco eficiente (Schwartz et al., 1990). Vpu tiene una doble
funcion: actua degradando los complejos intracelulares formados por CD4 y env
que dificultan el ensamblaje de las particulas virales (Willey et al., 1992; Dube et

al., 2010), y actuan también incrementando la liberacién de particulas en la
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superficie de las células infectadas (Tokarev and Guatelli, 2011). En ausencia de
vpu, pueden verse un gran numero de viriones unidos a la superficie de la célula
(Klimkait et al., 1990).

Env

El gen env codifica las proteinas estructurales de la superficie del virus. A
partir del gen env se transcribe y traduce un precursor comun para las
glicoproteinas gp120 y gp41. Este precursor es una glicoproteina de 160 kD, la
gp160, que sufre una rotura por accién de una proteasa celular dando lugar a la

glicoproteina de superficie gp120 y a la glicoproteina transmembrana gp41.

Nef

La proteina nef (negative factor) de 27 kD, se pensaba que actuaba
inhibiendo la replicacion del VIH-1 (Terwilliger et al., 1986; Luciw et al., 1987) por
regulacion negativa de la actividad transcripcional (Ahmad and Venkatesan, 1988;
Niederman et al., 1989), de ahi su nombre de “factor negativo”. Actualmente se
piensa que nef actua como factor positivo aumentando la infectividad del VIH
(Fisher et al., 1986; Chowers et al., 1994; Miller et al., 1994; Rhee and Marsh,
1994; Miller et al., 1995; Schaeffer et al., 2001). Nef contribuye a la evasion de la
inmunidad celular adquirida modulando las proteinas del complejo mayor de
histocompatibilidad (Schwartz et al., 1996; Collins et al., 1998; Stumptner-Cuvelette
et al., 2001). También impide que los receptores celulares de la envoltura viral
como CD4 y CCRS5 interfieran con la unién y liberacion del virus (Aiken et al., 1994;
Lama et al., 1999; Michel et al., 2005).

Tat

La proteina tat esta implicada en inducir la replicacion del VIH (Meredith et
al., 2009). Segun algunos estudios, tat actua principalmente promoviendo la fase
de elongacién durante la transcripcion (Kao et al., 1987; Feinberg et al., 1991).
Otros estudios sugieren que tat incrementa la tasa de transcripcién (Southgate and
Green, 1991; Tiley et al., 1992; Okamoto, 2011).

Rev

La proteina reguladora rev permite junto con otras proteinas celulares el

paso del ARNm no procesado desde el nucleo al citoplasma celular. Esto permite
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que se sinteticen las proteinas precursoras necesarias para la produccion de
particulas virales. En ausencia de rev los transcritos son retenidos en el nucleo y
degradados (Thomson Okatsu, 1998; Furnes et al., 2008).

1.1.1.4 Ciclo de replicacién del VIH tipo 1.

El ciclo de replicacién del virus de la inmunodeficiencia humana comienza
con la unioén del virus a una célula diana susceptible, mediante la interaccién
especifica entre la glicoproteina viral de la envoltura gp120 y el receptor de
superficie celular CD4 que esta presente en los linfocitos Th (CD4+), macrofagos y
algunas otras células (Maddon et al., 1986; Levy, 1998). En otros tipos celulares
como células gliales y neuroblastos, el glicolipido galactosil ceramida parece

actuar como receptor de la gp120 (Harouse et al., 1991).

Posteriormente a la unién celular, comienza el proceso de introduccién del
core viral en el interior del citoplasma celular. Este proceso es facilitado por la
glicoproteina de la envoltura gp41, en otros tipos celulares y cepas virales, por
otros receptores de la membrana celular como: fusina, CKR5, CKR3, CKR-2b
(Doranz et al., 1996; Dragic et al., 1996; Overbaugh et al., 2001).

En los linfocitos T activados se produce la transcripcion inversa del ARN
viral creando una copia lineal de ADN (Katz and Skalka, 1990). La
retrotranscriptasa viral (RT) crea muchas mutaciones en cada ciclo de replicacion,
es una enzima con muy poca fidelidad a la hora de replicar y puede introducir
hasta diez errores en la incorporacion de bases durante cada ronda de replicacion
(Preston et al., 1988; Roberts et al.,, 1988). Este proceso permite generar
diferentes cepas virales que pueden alterar el tropismo celular, crear resistencias a
los farmacos antirretrovirales y facilitar el escape a la neutralizaciéon por el sistema

inmunitario del huésped.

La integracion del ADN viral en el ADN gendmico depende de la actividad
de la proteina viral IN. EI ADN viral se puede integrar aleatoriamente en un gran
numero de sitios, pero existen regiones con mayor preferencia (Shih et al., 1988;
Pryciak and Varmus, 1992; Schroder et al., 2002). La transcripcién del ADN viral es
regulada por factores de transcripcién de la célula huésped infectada y por la

proteina viral Tat (Liang and Wainberg, 2002; Alcami et al., 2007).
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Una vez es sintetizada la cadena completa de ARN, ocurren fendmenos de
ajuste diferencial regulados por la proteina viral Rev para crear diferentes ARN
mensajeros. Las particulas virales son ensambladas en la superficie de la célula
huésped. Cuando Env es expresado en la célula infectada, disminuye la presencia
del receptor CD4 celular. Esta reduccion se debe a que en el reticulo
endoplasmatico quedan bloqueados complejos gp160/CD4 (Buonocore and Rose,
1990). Los niveles de CD4 en la superficie celular estan también regulados por las
proteinas virales Nef y Vpu (Garcia and Miller, 1992; Willey et al., 1992). Es
importante la reduccién de los niveles de CD4 en la superficie celular para evitar
interferencias durante el ensamblaje viral. Sélo los ARN transcritos de longitud
completa son reconocidos por una estructura secundaria del ARN altamente
estable y conservada para la formacién de la nucleocapside viral (Harrison and
Lever, 1992).

Las nucleocapsides ensambladas adquieren las proteinas de la envoltura
durante la liberacion a través de la membrana plasmatica de la célula huésped.
Las poliproteinas precursoras Gag y Gag-Pol son escindidas por accion de la
proteasa viral PR durante o en el instante posterior a la liberacion (Kaplan, 2002).
La accion de la proteasa viral es esencial para la creacion de viriones maduros

infecciosos (Kohl et al., 1988).

Las familias de virus desarrollan una serie de complejos mecanismos,
llamados de escape, para no ser eliminados por la repuesta defensiva del
organismo ante su presencia. En el caso de los retrovirus estos mecanismos
corresponden basicamente al desarrollo de variabilidad genética, debida a la alta
tasa de error de la transcriptasa inversa en la retrotranscripcion y a la posibilidad

de permanecer en estado latente en determinados reservorios.

1.1.1.5 VIH tipo 2.

La infeccion por VIH-2 fue originalmente descubierta en el este de Africa,
aunque actualmente estd expandida por otras partes de Africa, India, Europa
(Soriano et al., 2000; Barin et al., 2007) y Estados Unidos (Soriano et al., 2000;
Torian et al., 2010). Aunque VIH-2 es menos patogénico que VIH-1 (Popper et al.,
1999), algunos pacientes infectados con VIH-2 pueden desarrollar una
inmunodeficiencia avanzada. Se conoce poco sobre el manejo 6ptimo de ésta

infeccion y son necesarios todavia estudios aleatorizados controlados que
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comparen diferentes opciones de tratamiento antirretroviral. También es prioritario
el desarrollo de un test comercial cuantitativo para ARN VIH-2, de esta forma se
podria monitorizar correctamente la efectividad de la terapia antirretroviral
(Campbell-Yesufu and Gandhi, 2011). Se estan intentando desarrollar un consorcio
para estudiar la infeccién por VIH-2 y su manejo, lo cual podria mejorar el cuidado

de los pacientes infectados por VIH-2 (Gottlieb et al., 2008).

1.1.2 Epidemiologia.

Desde la descripcidon de los primeros casos a principios de la década de los
ochenta, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) se ha convertido en la
primera pandemia del siglo XXI. A pesar de los avances terapéuticos, que han
modificado la situacion de la enfermedad en los paises mas desarrollados hasta
convertirla en una "infeccién crénica", la epidemia sigue avanzando a nivel mundial
(Canas et al., 2003).

El uso generalizado de las terapias antirretrovirales de gran actividad
(TARGA) en los paises desarrollados ha prolongado el periodo de incubacién del
SIDA y ha reducido drasticamente la mortalidad de los afectados. Todo ello se ha
traducido en un aumento de la supervivencia y de la calidad de vida de las
personas infectadas por el VIH, y en términos epidemioldgicos, en una reduccion
de la incidencia anual de casos de SIDA y en un incremento del nimero de
personas que viven con la infeccidn (prevalencia de VIH). La TARGA ha supuesto
también una disminucién de la transmision materno-fetal (Fiscus et al., 1999)
(Figura 3), el efecto sobre la transmision sexual parece ser mas controvertido
debido a que la disminucion de la transmision puede conllevar un incremento de

las conductas de riesgo (Hosseinipour et al., 2002).
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Figura 3: Casos de SIDA de transmision madre-hijo en Espafia. Registro
Nacional de SIDA. Actualizacion a 30 de Junio de 2010 (Centro Nacional de
Epidemiologia, 2010).
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En Espana se han notificado un total de 79.363 casos de sida (situacion a
30 de Junio de 2010) (Centro Nacional de Epidemiologia, 2010). En el momento
actual, las tasas de nuevos diagnésticos de VIH se encuentran en cifras similares a
las de otros paises del entorno de la Unién Europea, lo que supone una indudable
mejora respecto a las pasadas décadas. No obstante, al examinar la tendencia de
los nuevos diagndsticos de VIH en los ultimos afios, se aprecia un ligero
incremento, que se debe al aumento entre los hombres que tienen relaciones
sexuales con otros hombres, ya que aquellos diagndsticos en los que la infeccién
se atribuye al uso compartido de material de inyeccion disminuyen en el mismo
periodo, y la tendencia es estable o ligeramente descendente cuando la via de
transmision son las relaciones heterosexuales. Este aumento en los nuevos
diagnosticos en homosexuales también se aprecia en otros paises de Europa
occidental (Ministerio de Sanidad Politica Social e Igualdad, 2010). En la Figura 4

queda reflejada la distribucion de categorias de transmisién segun el sexo.
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Figura 4: Casos de SIDA diagnosticados en Espafia en 2009. Distribucion de
categorias de transmisién por sexo. Registro Nacional de SIDA.
Actualizacion a 30 de Junio de 2010 (Centro Nacional de Epidemiologia,
2010).
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En la Tabla 1 se muestra la distribucion por comunidades auténomas vy
provincias de los casos de SIDA acumulados en Espafa desde 1981 (Centro

Nacional de Epidemiologia, 2010).
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Tabla 1: SIDA en Espafa. Datos acumulados desde 1981. Casos por
Comunidad Auténoma y provincia de residencia, segun la categoria de
transmision. Registro Nacional de SIDA. Fecha de actualizacion: 30 de junio
de 2010 (Centro Nacional de Epidemiologia, 2010).

CC.AA. Prowincia Homo / Hemo- Trans- Madre- Hetero- Otros
bisex. upve der. Tusidn. nijo sexual IN.C. Total

ANDALUCIA Almeria 57 43 i1 4 7 188 46 726
cadiz 80 1649 28 12 17 249 a2 2117
cordoba 30 572 i1 6 6 116 17 758
Granada a3 724 7 3 19 153 75 1064
Huelva 47 403 & 2 [+ 112 22 601
Jaén 29 369 i1 1 10 a7 24 5441
Malaga 454 1823 40 14 44 410 79 2870
gevilla 250 1741 41 8 16 334 153 2543
Total 1030 7784 155 50 125 1668 408 11310
ARAGON Huesca 12 120 4 1 5 64 18 224
Teruel 6 66 4 1 1 20 3 101
Zaragoza a7 685 23 4 18 204 102 1223
Total 115 871 31 & 24 378 123 1548
ASTURIAS Total 157 836 14 14 10 277 79 1387
BALEARES Total 488 1199 24 12 38 500 177 2438
CANARIAS Las Palmas 402 300 14 5 18 329 117 1275
§.C.Tenerife 318 415 13 8 6 212 46 1018
Total 720 805 27 13 24 472 232 2203
CANTABRIA Total 74 447 5 3 11 103 a6 670
CAST-LA MANCHA Albacete 17 106 1 1 6 as 15 184
Cciudad Real 16 a7 7 2 2 25 13 162
cuenca 15 99 1 18 8 144
Guadalajara 16 150 6 5 3 47 21 257
Toledo 49 448 ] 3 126 a3 673
Total 113 Q09 24 11 16 254 a0 1417
CASTILLA Y LEON Avila 10 a0 1 2 2 29 7 144
Burgos 25 315 5 3 Q 70 29 456
Ledn 30 243 12 16 9 116 25 451
Palencia 16 187 3 2 47 16 271
Salamanca 20 306 & 10 67 21 430
Segovia 15 49 5 2 21 4 96
Soria 3 45 4 . 18 3 73
valladolia 73 547 14 2 9 114 17 776
Zamora 10 145 6 1 2 ar 10 211
Total 202 1927 56 24 45 518 133 2905

Homo/bisex.=Hombres homo y bisexuales; UDVP=Usuarios de drogas por via parenteral, incluidos hombres
homo y bisexuales usuarios de drogas por via parenteral;Hemoder.=Receptores de hemoderivados;
Transfusién=Receptorss de transfusiones sanguineas: Heterosexual=Relaciones heterosexuales de riesgo:
Otros/N.C.=No se mencicnan exposiclones de riesgo.
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CG.AA. Provincia Homao [ Hemo- Trans- Madre- Hetero- Otros
bisex. UDVP der. Tusidén. hijo sexual /N.C. Total
CATALUNA Barcelona 2880 7318 86 43 173 2586 620 13724
Girona 130 512 ] 3] 24 254 a2 1016
Lleida 20 326 5 1 5 183 20 569
Tarragona 120 550 15 3 Q 228 a3 as8
Total 3168 a7o0e6 114 53 211 3251 764 16267
COM.VALENCIANA Alicante 347 1143 22 3 Q 415 109 2048
castellon 50 236 3 2 7 104 14 416
Valencia 436 2386 29 29 55 629 255 3s19
Total 833 3765 54 34 71 1148 arse 6283
EXTREMADURA Badajoz 39 445 19 5 q 79 63 659
Caceres 19 301 4 1 8 60 41 434
Total 58 746 23 3] 17 139 104 1023
GALICIA A Coruia 144 1037 27 12 4 306 43 1573
Lugo 18 190 6 4 3 79 13 313
ourense 41 276 8 5 1 a4 19 434
Pontevedra 139 ao2 21 10 ] 334 a6 1498
Total 342 2405 62 31 14 801 163 3ai8
MADRID Total 3161 12005 144 a0 237 2382 850 18866
MURCIA Total 273 886 i8 3] 18 340 103 1653
NAVARRA Total 70 582 +] 3 6 185 28 883
PAIS VASCO Alava 51 480 6 2 4 136 23 711
Guiplzcoa 115 1202 28 10 17 238 60 1670
Vizcaya 218 2204 25 13 42 522 965 3120
Total 384 3805 59 25 63 8OG 179 5501
LA RIOJA Total 22 340 4 1 q 127 15 518
CEUTA Total 4 123 3 28 16 174
MELILLA Total o] 55 2 2 15 5 as
OTROS PAISES Total a4 84 1 5 2 40 26 242
TOTAL 11307 48370 821 380 046 13607 3023 79363
Homo/bisex.=Hombres homo y bisexuales; UDVP=Usuarios de drogas por via parenteral, incluidos hombres

hemo y bisexuales usuarios de drogas por via parenteral;Hemoder.=Recepteores de hemoderivados;
Transfusion=Aeceptores de transfusiones sangulneas; Heterosexual=Relaciones heterosexuales de riesgo;
Otros/N.C.=No se mencicnan exposiciones de riesgo.

11

Por ultimo, no se ha observado una mayor prevalencia de VIH en parejas

atendidas en las unidades de reproduccion. Asi, Wingdfield y Cottel (2010)

comunicaron una prevalencia de infeccion VIH del 0% en 13717 pacientes

testados, en parejas que estaba siendo estudiadas por posible esterilidad o

estaban a la espera de tratamiento de fertilidad.

1.1.2.1 Mecanismos de transmision.

Los principios basicos para la transmisidon quedaron bien establecidos

desde las primeras investigaciones,

las principales vias de contagio han

permanecido siendo las mismas: parenteral, contacto sexual y madre-hijo. Aunque
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todavia existen muchos aspectos desconocidos sobre sus fundamentos bioldgicos

y sobre las variables impredecibles que modifican ocasionalmente los modelos

matematicos predictivos (Pasquau et al., 2003).

Ademas de en sangre, semen, leche materna y secreciones cérvico-

vaginales, han sido aislados virus en otros fluidos corporales: lagrimas (Fujikawa et

al., 1985), secreciones del oido medio (Liederman et al., 1998), saliva (Goto et al.,
1991), orina (Li et al., 1990), liquido sinovial (Withrington et al., 1987) y liquido
cerebroespinal (Cheng-Mayer and Levy, 1988).

- Transmision parenteral:

Uso de drogas via parenteral: es responsable de una gran parte de
los casos de SIDA del mundo occidental de manera directa
compartiendo jeringuillas de inyeccién o de manera indirecta, debido
a la transmisién sexual a las parejas de los usuarios de drogas.
También se ha descrito la transmision de VIH sin compartir aguja,
cuando se comparte material para preparar la mezcla a inyectar, el
agua de la mezcla o el algodon que la filtra (Osmond, 1999). La

eficiencia de transmision es mayor que la de las relaciones sexuales.

Transfusiones de sangre: las transfusiones efectuadas con sangre
contaminadas por el VIH suponen la infeccion del receptor en mas
del 60-95% de los casos (Osmond, 1999; Sande et al., 2002). Desde
que en 1985 se implantase el andlisis de anticuerpos para VIH de
todas las muestras de sangre para transferir, el riesgo de infeccion
por transfusién se ha convertido en un riesgo tedrico residual. En
1983 un 14,3 % de las pacientes con SIDA se habian contagiado por
transfusién sanguinea, en 2009 sélo el 0,2% (Centro Nacional de

Epidemiologia, 2010).

Transfusion de derivados sanguineos: inicialmente provocaron la
infeccion de hasta el 80% de los pacientes con hemofilia A y del 50%
de los que tenian hemofilia B. Desde 1984-85 la mejora de los
métodos de preparacion de estos derivados y la posibilidad de
utilizar productos obtenidos por recombinacion genética, ha hecho

que no se haya producido ningun nuevo caso de infeccion entre
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estos pacientes (Osmond, 1999; Sande et al., 2002). En el caso de
los hemcofilicos, la transmisién es solo posible por virus libres. Los
retrovirus sobreviven al proceso de liofilizacion (Levy and Fieldsteel,
1982; Levy et al., 1984). En la actualidad los preparados de factor
VIl y factor IX son calentados a altas temperaturas (>60°C) antes o
después de la liofilizacion; esto previene casi completamente a los
pacientes hemofilicos de una posible infeccion (Levy et al., 1984;
Levy et al., 1985; McDougal et al., 1985)

e Trasplantes: los 6rganos vascularizados de un paciente infectado
obviamente podrian transmitir la infeccion al receptor, lo que ha
ocurrido en al menos 75 casos, sobre todo antes de 1985. De nuevo,
el despistaje de la infeccion por el VIH en el donante es el elemento
critico en la prevencion. Se ha sabido que muestras no
vascularizadas, liofilizadas o tratadas con alcohol, procedentes de
donante infectado, no han transmitido la infeccion (Osmond, 1999;
Sande et al., 2002).

- Transmisién sexual: la via de transmisién predominante en el mundo es la
heterosexual, la cual, ademas, adquiere cada vez mayor relevancia en nuestro

medio. Esto se produce a pesar de que la infectividad del VIH por esta via es baja.

El riesgo de transmision sexual de VIH de varén a mujer por coito en
parejas estables es de 0,001 y en parejas con baja carga viral este riesgo es diez
veces menor (Gray et al., 2001). Otros autores, consideran un riesgo de
transmision casi nulo (1:100000) en varones VIH, siempre y cuando la carga viral
sérica sea indetectable en los ultimos 6 meses, el paciente tenga adherencia total
a la terapia antirretroviral y no posea ninguna otra enfermedad de transmisién

sexual (Vernazza et al., 2008).

En los primeros afos de la epidemia, una vez conocido el vinculo entre la
relacion sexual y la transmisién del VIH, se puso gran énfasis en evitar nuevas
infecciones, recomendandose el uso del preservativo al observarse una
disminucién de la transmision del VIH asociada a su uso (Weller and Davis, 2002).
Por ello, la atencién a la reproduccion en las personas con VIH pasé a un segundo
plano: por un lado se intentaba disminuir la transmisién de la infeccion entre las

parejas sexuales y, por otro, se “desaconsejaba” el embarazo en las mujeres
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seropositivas por el riesgo de transmision del VIH al nifio. Se ha relacionado la
transmision sexual con el numero de contactos sexuales no protegidos (Downs
and De Vincenzi, 1996), la carga viral plasmatica (Pedraza et al., 1999; Quinn et
al., 2000; Attia et al., 2009) o las distintas practicas sexuales y factores del
huésped (Seidlin et al., 1993). Se ha descrito también que personas con otras
enfermedades de transmisién sexual tienen mayor riesgo de transmision debido a
la mayor presencia de las células inflamatorias en los fluidos genitales (Cameron et
al., 1989; Hira et al., 1990; Plummer et al., 1991; Hunter et al., 1994)

La transmision sexual a la parejas se reduce de forma significativa cuando
el miembro seropositivo de la pareja toma TARGA (Hosseinipour et al., 2002;
Castilla et al., 2005; Del Romero et al., 2010). Aunque es importante destacar que
algunos autores sefialan una relajacion en la adopcion de medidas preventivas
asociada a una mayor confianza en los tratamientos de la infeccién (Hosseinipour
et al., 2002).

No todas las parejas serodiscordantes utilizan, de forma habitual, medidas
de proteccion en todas las relaciones sexuales, estimandose que entre el 20-45%
de las parejas con VIH mantiene relaciones sin proteccién con sus parejas
sexuales, sobre todo si la pareja es estable (Buchacz et al., 2001; Kalichman et al.,
2002; Klein et al., 2003). Aunque el riesgo de transmision parece ser bajo, no
significa que no exista, y la documentacion de algunos casos de seroconversion
tras relaciones sexuales desprotegidas en parejas que se preparaban para
técnicas de reproduccion asistida, pone de manifiesto que, antes de cualquier
intento reproductivo, las parejas serodiscordantes deben recibir consejo y

evaluacion por médicos expertos (Sauer and Choi, 2006).

Se han descrito casos de transmision de VIH mediante inseminacion
artificial con semen de donante en Australia (Stewart et al., 1985), Canada y
Estados Unidos (Chiasson et al., 1990; Araneta et al., 1995; Wortley et al., 1998), y
Alemania (Matz et al., 1998).

- Transmisién vertical: la incidencia de la transmision vertical varia de entre
un 10-40% en paises en desarrollo (De Cock et al., 2000; Fordyce et al., 2002) a
menos de un 1% en Estados Unidos y Europa (Ostergren and Malyuta, 2006;
Birkhead et al., 2010).
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La transmision puede producirse en el utero, durante el parto o a través de
la leche materna (Chen et al., 2011). De los nifios nacidos de madres positivas
para VIH que no siguen tratamiento, alrededor de 15-30% se infectaran durante la
gestacion y el parto, y otro 5-20% a través de la lactancia materna (Ostergren and
Malyuta, 2006). La transmisién en el utero casi siempre ocurre en los ultimos tres
meses del periodo gestacional, aunque puede ocurrir antes (Lewis et al., 1990).
Las particulas virales pueden detectarse en placentas, apoyando la teoria de que
la transmisién intrauterina ocurre principalmente a través de la placenta de la
madre (Valente and Main, 1990). Una alta carga viral materna esta asociada con
una mayor tasa de transmision uterina (Dickover et al., 1996; Garcia et al., 1999) y
la infeccion por bacterias en la placenta, corion y amnios aumenta la transmision
(Wabwire-Mangen et al., 1999; Mwanyumba et al., 2002; Bhoopat et al., 2005). La
infeccién bacteriana puede ayudar al virus a moverse en la cavidad amnidtica
maternal (Fawzi et al., 2001; Mwapasa et al., 2006). Aproximadamente dos tercios
de los nifios expuestos al VIH adquieren la infeccion via intraparto (De Cock et al.,
2000). Cuando pasan a través del canal del parto, los neonatos se exponen a la
sangre materna y a las secreciones genitales. La carga viral genital, las ulceras
genitales y las roturas en la mucosa de la placenta se asocia con la transmisién
intraparto (Chen et al., 2005; Drake et al., 2007). Factores extrinsecos, como una
duracién prolongada de la rotura de membranas y micro-transfusiones
placentarias, se han encontrado asociadas a un aumento de la transmision
intraparto (International Perinatal HIV Group, 2001). Diversos estudios indican que
la realizacion de una cesarea electiva antes del inicio del parto y con membranas
integras reduce significativamente el riesgo de transmisién, que se limita al 2%
(European Mode of Delivery Collaboration, 1999; International Perinatal HIV Group,
1999).

Segun Chen et al. (2011), en condiciones ideales las avanzadas técnicas
diagnosticas combinadas con la profilaxis antirretroviral y la alimentacion de

sustituciéon puede reducir la transmision de un 30-35% a un 1-2%.

1.1.3 Técnicas de deteccién del VIH.

El diagndstico definitivo de la infeccién por el VIH sélo puede establecerse
por métodos de laboratorio, ya que en ningun caso las manifestaciones clinicas

son lo suficientemente especificas.
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Las pruebas de deteccién habituales de anticuerpos frente al VIH han
experimentado un considerable desarrollo desde su aparicién inicial. Basicamente
este desarrollo ha afectado, principalmente, al antigeno o antigenos utilizados en
el ensayo y al principio técnico en el que se fundamentan dichas reacciones. La
mayoria de las primeras técnicas utilizaron antigenos viricos crudos mas o menos
purificados denominados “lisados viricos®. Estos antigenos contenian gran
cantidad de proteinas procedentes del sistema celular en el que se habia cultivado
el virus. La posibilidad de una reaccion inespecifica del suero con algunos de estos
componentes constituyé un problema que hizo obligado el empleo de pruebas de
confirmacion. En la Tabla 2 aparecen las principales técnicas de laboratorio para el

diagnostico de la infeccion por VIH.

Tabla 2: Técnicas de laboratorio para el diagnostico de la infeccion por VIH.

a. Pruebas de screening serologicas.
|. Técnicas inmunoenzimaticas (EIA).

e EIA indirecto con antigeno obtenido de lisado virico (EIA 12 generacion).

e EIA indirecto o competitivo con antigeno obtenido de proteinas
recombinantes y/o péptidos sintéticos (EIA 22 generacién).

e EIA de tipo sandwich o de inmunocaptura, con antigeno obtenido de
proteinas recombinantes y/o péptidos sintéticos y deteccion conjunta de
anticuerpos especificos de clase 1gG, IgM e IgA (EIA/JELFA 3?2
generacion).

e Deteccion combinada de anticuerpos especificos y antigeno de VIH
(EIAJELFA 42 generacion).

ll. Otras técnicas.

e Aglutinacion.

e Dot-EIA.

e Inmunocromatografia.

b. Pruebas confirmatorias.

|. Western blot.

[I. Inmunofluorescencia indirecta (IF1).
lll. Radioinmunoprecipitacion (RIPA).
IV. Inmunoensayo lineal (LIA).

La evolucion de los antigenos incluidos en las pruebas de deteccidén de
anticuerpos frente al VIH ha permitido, por una parte, incrementar la sensibilidad
sin merma de la especificidad y por otra, ha hecho posible la deteccién de
anticuerpos frente tipos y subtipos del VIH que escapaban a los equipos de
diagnoéstico habituales. A pesar de las mejoras introducidas en los equipos

actuales, debe tenerse en cuenta la posibilidad real de encontrar sueros de
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pacientes infectados por subtipos inusuales del VIH, sobre todo en pacientes

africanos o en personas con estancias prolongadas en ese continente.

Respecto al principio técnico que emplean, cabe mencionar que la gran
mayoria estan basados en el enzimoinmunoanalisis (EIA): indirecto, en sandwich y
de captura. Existen EIA competitivos que tienen una gran especificidad aunque
adolecen de cierta falta de sensibilidad en algunos momentos de la infeccion por el
VIH, como al inicio de la seroconversion y en los pacientes en estadios terminales.
Sin embargo, combinadas con otras pruebas de mayor sensibilidad en forma
secuencial, pueden proporcionar excelentes resultados en la estrategia
diagnostica. Estos tipos de pruebas han sufrido también variaciones tecnoldgicas,
siendo una de ellas la utilizacion de substratos fluorescentes que han dado lugar a
las pruebas denominadas ELFA (enzimelinked fluorescent assay). La ultima
aportacién a las pruebas inmunoenzimaticas ha sido la detecciéon simultanea de

antigeno p24 y anticuerpos frente al VIH, lo que acorta el periodo ventana.

Existen pruebas basadas en la técnica de aglutinacion pasiva que ofrecen
ventajas por su sencillez y simplicidad de ejecucion, asi como por la posibilidad de
realizar titulaciones de forma sencilla. La dificultad de automatizacion las hace
poco adecuadas para procesar gran numero de sueros y estan menos extendidas.
Estas técnicas estan disenadas para detectar tanto anticuerpos de la clase 1gG

como IgM y en la actualidad son poco utilizadas.

Entre las pruebas de cribado de anticuerpos VIH, las pruebas de Dot-EIA,
denominadas pruebas rapidas han experimentado un desarrollo importante; los
antigenos que emplean son similares a los EIA y ELFA y el tiempo en el que se
puede obtener un resultado oscila entre 5 y 20 minutos. Aunque las caracteristicas
operacionales son inferiores a los EIA y ELFA, deben tenerse en cuenta para
situaciones de urgencia. Combinadas con otras pruebas de deteccién de
anticuerpos, constituyen una estrategia que mejora la especificidad de los
resultados de forma asequible en términos de costes laborales y de tiempo. Son
preferibles aquellas que permiten detectar anticuerpos frente al VIH-1 y VIH-2 de
forma separada. Su mayor inconveniente reside en la lectura que siempre es
subjetiva y con algunos sueros pueden producirse reactividades que generen

dudas de interpretacion.
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En los ultimos afos, han aparecido pruebas rapidas basadas en el principio
de la inmunocromatografia capilar, que han mejorado de forma importante la
sensibilidad y la especificidad de éstas respecto a las de Dot-EIA. Se deben elegir
aquellas que tengan controles internos que verifiquen el correcto funcionamiento

de la reaccion.

La trascendencia de la infeccidn por el VIH hace necesaria la confirmacion
de los resultados positivos obtenidos en las pruebas de deteccion primaria de
anticuerpos, este paso es inexcusable cuando el objetivo de las pruebas sea el
diagnostico y puede ser obviado cuando aquellas se realizan para seguridad
bioldgica. Sin embargo, en el ambito hospitalario, es cada vez mas frecuente que
se confirmen todos los resultados positivos de sueros u otras muestras, incluidas
aquellas en las que el objetivo principal no es el diagndstico. Existen diferentes
pruebas de confirmacion; entre ellas cabe citar las basadas en los principios de
inmunoelectrotrasferencia o western blot (WB), de inmunofluorescencia indirecta
(IF1), de radioinmunoprecipitacion (RIPA) y de inmunoblot con antigenos

recombinantes (LIA).

La técnica mas ampliamente utilizada para confirmacién es el WB. Las
técnicas de IFI y RIPA por razones distintas (subjetividad de la lectura,
requerimientos de laboratorio, etc.) se emplean cada vez menos, de tal forma que
los resultados de confirmacién por WB son considerados el estandar o patrén para

confirmar la presencia de anticuerpos frente al VIH.

En lo que respecta a la deteccion de la viremia plasmatica, todas las
técnicas para la determinacion de CV del VIH-1 estan aprobadas para su uso en la
Union Europea y permiten la deteccion hasta un nivel de 50 copias de VIH por
mililitro de plasma, utilizando entre 500 yL y 1 mL de plasma. Las diferencias
técnicas fundamentales radican en los formatos, tiempos y capacidad de
procesamiento. Las nuevas técnicas de Reaccion de la Cadena de Polimerasa en
Transcripcion Reversa (RT-PCR) basadas en sondas fluorescentes, son en
general mas rapidas y permiten rangos dinamicos mas amplios (40-10" copias/mL)
(Tabla 3).

Aunque la determinacion de CV en semen, liquido cefalorraquideo y otros

fluidos no esta estandarizada, en ocasiones es necesaria su realizacion, por ello se
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han adaptado estas técnicas para la determinacioén de la CV en semen, muestras

cérvico-vaginales e incluso tejidos (Delgado et al., 2006).

Tabla 3: Técnicas disponibles para la deteccion de la carga viral plasmaética.

Nombre (Compafiia) Técnica

Monitor (Roche) RT-PCR

Tagman (Roche) RT-PCR tiempo real

Abbott Real Time (Abbott) '~ CR tiempo real

Versant (Bayer) bADN

NucliSens (BioMerieux) NASBA

1.1.4 Terapia antirretroviral.

El acceso a la terapia antirretroviral de gran actividad ha cambiado de forma
drastica la historia natural de la enfermedad por VIH, pudiendo ser considerada en
este momento como una enfermedad crénica mas, al menos en los paises
desarrollados (Gallant, 2000). El objetivo principal de la TARGA, en el momento
actual, no es conseguir la erradicacion del virus, sino conseguir una repuesta viral
sostenida que impida o revierta el deterioro inmunitario de los pacientes y, con ello,
el desarrollo de infecciones o tumores oportunistas, la progresion del SIDA y la
muerte (Gatell, 1999).

En la actualidad la terapia antirretroviral engloba los siguientes grupos:
Inhibidores Nucleodsidos de la Transcriptasa Reversa (NRTIs), Inhibidores No
Nucleésidos de la Transcriptasa Reversa (NNRTIs), inhibidores de la proteasa (IP),
inhibidores de la integrasa, inhibidores de fusion y inhibidor de los correceptores
CCRS5 (Panel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2011).
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El nimero elevado de farmacos antirretrovirales, el hecho de que se usen
en combinaciones diversas, y las complejas interacciones entre ellos y otros

farmacos, determinan que el manejo de la TARGA sea complejo y especializado.

1.1.5 VIH y reproduccién.

1.1.5.1 El espermatozoide y el ovocito como vehiculo del VIH.

El papel del espermatozoide como conductor del virus ha despertado
controversia. Mediante el uso de PCR in situ, el ADN proviral fue confirmado
histolégicamente en espermatogonias, espermatocitos y en casos mas raros en
espermatidas halladas en tejido testicular de los pacientes infectados por el VIH
(Nuovo et al.,, 1994; Muciaccia et al., 1998). Aunque resultados posteriores no
confirmaron estos hallazgos (Pudney et al., 1999). Se han encontrado sefiales
aisladas de hibridacion de progenoma viral en espermatozoides muertos o
inmoéviles después de la separacibn de espermatozoides, pero no en
espermatozoides moviles, ya sea utilizando PCR in situ o PCR de alta sensibilidad
(Scofield et al., 1994; Quayle et al., 1997). Con el conocimiento actual, no se pude
considerar una asociaciéon entre el VIH y el espermatozoide maduro (Gilling-Smith
et al., 2006). Detras de esta falta de asociacion puede encontrarse el hecho de no

haberse observado CD4 en la superficie del espermatozoide (Gil et al., 1995).

El VIH no deberia tener efecto sobre el ovocito, ya que no se han descrito
receptores para VIH ni en las células del camulo, ni en la superficie del ovocito
(Baccetti et al., 1998). La literatura que relaciona al VIH y al ovocito es muy

escasa.

1.1.5.2 Influencia del VIH sobre la fertilidad.

Existen datos que soportan la hipétesis de que la infeccion por VIH podria
tener efectos nocivos sobre la fertilidad (Thackway et al., 1997; Zaba and Gregson,
1998; Gregson et al., 1999). Por otra parte, hasta hace pocos afos, las pacientes
infectadas por VIH recibian recomendaciones favorables a la esterilizacion tubarica
y a la interrupcién voluntaria de la gestacion. Estas practicas han contribuido sin
duda a incrementar la prevalencia de la esterilidad en esta poblacion como
consecuencia de factores iatrogénicos, no relacionados con la accion biolégica del

virus.
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La fertilidad de los varones infectados por VIH puede verse afectada por
una disminucién en la funcién testicular, expresada tanto por la disminucién de
testosterona, como por el aumento de globulina transportadora de hormonas
sexuales (SHBG) (Laudat et al., 1995). Ha sido muy debatido el efecto del VIH
sobre los parametros seminales, segun los valores de referencia de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1999). Algunos autores encuentran que
los parametros seminales de los pacientes con VIH estan por debajo de lo
establecido (Muller et al., 1998; Dulioust et al., 2002; Nicopoullos et al., 2004,
Bujan et al., 2007c), mientras que otros no encuentran diferencias (Semprini and
Fiore, 2004; Garrido et al., 2005; Lorusso et al., 2010). En un estudio que incluyé
55 hombres que no recibian tratamiento antirretroviral, los parametros de semen
no se veian afectados durante un periodo medio de 77 semanas (van Leeuwen et
al., 2008b). No se encontrd efecto adverso en la calidad del semen hasta que el
recuento de las células CD4 alcanzaba 200 células/mm?® o el paciente desarrollaba
sindrome de inmunodeficiencia adquirida. Previamente ya habia sido descrito el
empeoramiento progresivo de los parametros seminales de los eyaculados de
varones infectados a medida que progresa el deterioro inmunolégico y la
enfermedad clinica (Muller et al., 1998), constatandose reduccion en el recuento
espermatico, la motilidad y el porcentaje de formas normales (Politch et al., 1994;
Muller et al., 1998). La aplicaciéon del tratamiento antirretroviral se ha asociado a
disminucion del recuento de leucocitos presentes en semen y a una mejoria de la
calidad seminal (Politch et al., 1994). Aunque también se ha descrito una reduccién
en el porcentaje de espermatozoides progresivos moviles de un 28% a un 17%
durante las 48 semanas de seguimiento en un estudio de pacientes que
comenzaba con TARGA (van Leeuwen et al., 2008c) y la disminucion del ADN
mitocondrial en los espermatozoides de pacientes tratados con Inhibidores

Nucledsidos de la Transcriptasa Reversa (NRTIs) (Pavili et al., 2010).

En mujeres infértiles seropositivas para VIH que recibian TARGA, también
se ha encontrado esta reduccion en el numero de copias del genoma mitocondrial
en los ovocitos, respecto al grupo control no infectado (Lopez et al., 2008). En un
reciente estudio sobre mujeres seropositivas para VIH con deseos de reproduccién
(Gingelmaier et al., 2011), se observé en un 38% mujeres con fertilidad reducida.
Esta disminucion de la fertilidad esta relacionada con menores recuentos de CD4 y
con la progresion de la enfermedad. Y ha sido también descrita por otros autores

(Massad et al., 2004; Coll et al., 2006). Hay cierta controversia acerca de si el VIH
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podria tener cierta relacion con mayores tasas de anovulacion y de menopausia
temprana (Semprini et al., 2008). Otros factores, asociados con cierta frecuencia a
la infeccion por VIH, tienen efectos negativos conocidos sobre la fertilidad
masculina y femenina. Entre ellos cabe citar el abuso de sustancias como el

alcohol, marihuana, cocaina y opiaceos (Harlow et al., 2003).

1.1.5.3 Efecto de la infeccion VIH sobre la gestacion y resultados

obstétricos.

La infeccion VIH parece tener un efecto negativo sobre la gestacion como
consecuencia de condiciones subyacentes a la propia infeccion, o de su
tratamiento. Un metaanalisis destinado a evaluar este aspecto sugiere que la
infecciéon por VIH, especialmente en fases avanzadas, incrementa el riesgo
obstétrico, y en concreto la probabilidad de parto pretérmino, bajo peso al
nacimiento, crecimiento intrauterino retardado y aborto espontaneo (Brocklehurst
and French, 1998). Existe cierta controversia acerca de si la TARGA vy
especialmente los farmacos inhibidores de la proteasa se asocian con un mayor
riesgo de partos prematuros (Powis et al., 2011), o no (Massad et al., 2004,
Kourtis, 2010).

1.1.5.4 VIH y las técnicas de reproduccién asistida.

En la actualidad el desarrollo de las TRA (técnicas de reproduccion asistida)
y de la biologia molecular permite a parejas con algun miembro seropositivo para
VIH materializar sus deseos reproductivos. Se obtienen buenas tasas de gestaciéon
con un riesgo minimo de transmisién en grupos seleccionados de pacientes, en
funcién de sus caracteristicas clinicas inmunolégicas y biolégicas. Durante muchos
afios la inseminacion con semen de donante era la unica opcion para conseguir
una gestacion segura en esta situacidén, sin embargo muchas parejas no la
aceptaban (Ohl et al., 2003). Desde que se realizé la primera inseminacion con
semen lavado en 1992 (Semprini et al., 1992) se han realizado muchos trabajos
que muestran la seguridad del lavado de semen (Tabla 4). El lavado de semen y
las TRA han sido propuestas a las parejas con varon seropositivo para VIH como
opcién para minimizar la posibilidad de transmision durante los intentos de
concepcion (Semprini et al., 2004). La combinacion de las TRA con la deteccion
rutinaria de carga viral en la muestra de semen, reduce el riesgo de transmision

significativamente logrando, en la mayoria de los casos, buenas tasas de
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gestacion (Tabla 5 y Tabla 6). En estas parejas, no se ha observado un efecto

negativo sobre el desarrollo embrionario (Melo et al., 2008).

En mujeres seropositivas para VIH sometidas a TRA se ha descrito un
menor potencial reproductivo, con menores tasas de gestacién, mayores tasas de
cancelacion y necesidad de mayores dosis de gonadotropinas para ser
estimuladas (Semprini et al., 2008). No se ha descrito menor calidad embrionaria

en estas mujeres (Terriou et al., 2005).

En Europa existe una asociacién de centros sin animo de lucro CREAThE
(Centres for Reproductive Assisted Techniques for HIV in Europe) que tiene como
objetivo principal mejorar la asistencia reproductiva que se ofrece a parejas

serodiscordantes para VIH.

Tabla 4: Estudios que realizan lavado de semen con detecciéon post-lavado
de carga viral VIH (Vitorino et al., 2011).

Estudio Parejas (n) Técnica de testaje de carga  Positividad del
viral en semen semen lavado
Semprini et al., 1992 29 Anticuerpo Monoclonal VIH 0%
Lee etal., 2001 16 RT-PCR 0%
Bujan et al., 2004b 56 PCR, RT-PCR 0%
van Leeuwen et al., 2005 20 - 0%
Kowalska et al., 2005 13 - 0%
Chu et al., 2005 92 - 0%
Manigart et al., 2006 38 RT-PCR 0%
Bujan et al., 2007b 84 PCR, RT-PCR 0%
Marina et al., 1998b 63 PCR, RT-PCR 5,6%
Marina et al., 2002 243 PCR, RT-PCR 2,5%
Garrido et al., 2004 91 PCR anidada, PCR 7,7%
Savasi et al., 2007 741 PCR Tiempo Real 4,0%
Nicopoullos et al., 2010a 151 PCR 3, 7%

En todos los estudios el lavado consistié en: gradiente de densidad + swim-up.
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Tabla 5: Resultados de inseminacion intrauterina y seguridad de la técnica en parejas con vardn seropositivo para VIH
(Vitorino et al., 2011).

. . Gestacion .
Estudio Parejas - Ciclos por ciclo Gestacion Tasade Seroconversion
(n) (n) (%) acumulada (%) aborto (%)
Semprini et al., 1992 29 59 - 28,8 29,4 No
Marina et al., 1998b 63 101 30,7 49,2 9,6 No
Veiga et al., 1999 64 155 20,6 50,0 9,3 No
Lee et al., 2001 16 27 - 25,0 - No
Marina et al., 2002 233 458 25,3 49,7 8,6 No
Bujan et al., 2004b 56 213 17,4 66,1 18,9 No
van Leeuwen et al., 2005 20 76 13,0 50,0 20,0 No
Kowalska et al., 2005 13 49 14,3 53,8 42 8 No
Manigart et al., 2006 25 68 14,7 40,0 14,3 No
Savasi et al., 2007 581 2400 19,0 78,0 12,0 No

Bujan et al., 2007b 84 294 18,0 63,1 17,0 No




Tabla 6: Resultados de ICSI y seguridad de la técnica en parejas con varon seropositivo para VIH (Vitorino et al., 2011)

. . Tasa de ., . Embriones Gestacion Tasa de
Estudio Pa(r:;as CI(:)OS fecundacion p(i_e;tgzl(()(; ) c()r\rllzt(:jlita?)s transferidos acumulada aborto  Seroconversion
(%) (media) (%) (%)
Veigaetal., 1999 11 16 76,2 26,6 13,1 2,9 36,4 0 No
Marina et al., 2002 40 58 - 49,7 - - 67,5 18,5 No
Sauer and Chang, 2002 34 55 - 454 15,8 3,4 73,5 20,6 No
Pefia et al., 2003 61 113 - 38,1 17,1 35 50,8 25,7 No
Garrido et al., 2004 18 - 72,0 40,1 13,0 2,6 - - No
Chu et al., 2005 92 146 - 34,6 - - 58,7 - No
Mencaglia et al., 2005 25 - 50,2 - 9,6 2,5 50,2 - No
Chu et al., 2006 78 - 71,0 47,0 - - - - No
Manigart et al., 2006 20 62 50,0 17,7 8,0 4,0 55,0 33,3 No
Savasi et al., 2007 160 288 78,0 23,0 8,0 2,0 41,0 - No
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1.2 Virus de la Hepatitis C.

1.2.1 Etiologia.

1.2.1.1 Caracteristicas generales.

El virus de la hepatitis C (VHC) fue identificado en 1989 como el agente
causante de la hepatitis parenteral no A no B. El virus de la hepatitis C fue el
primer virus identificado enteramente mediante el uso de técnicas moleculares,
evitando cultivar el virus en tejido o infectar pequefios animales de laboratorio. Los
genomas completos de varias cepas de VHC han sido posteriormente clonados y
secuenciados. La hepatitis C es la principal causa de hepatitis aguda y enfermedad
hepatica cronica, y puede conducir a cirrosis y carcinoma hepatocelular (Elder et
al., 2005).

1.2.1.2 Estructura del VHC.

El virus de la hepatitis C es un virus pequeno (55-65 nm) perteneciente a la
familia Flaviviridae. Presenta una serie de genotipos, subtipos y cuasiespecies
(Shepard et al., 2005). Esta envuelto por una bicapa lipidica que proviene de las
membranas del hospedador, en la que se encuentran las proteinas E1 y E2. La

capsida proteica de forma icosaédrica, mas internamente, protege al genoma.

1.2.1.3 Genoma.

El genoma de VHC es una sola cadena de ARN con polaridad positiva.
Dicha molécula contiene un marco de lectura abierto Unico, que codifica para una
poliproteina precursora de alrededor de 3010-3037 aminoacidos (Grakoui et al.,
1993). Las proteinas estructurales que forman las particulas virales son: core, E1y
E2. Dichas proteinas estan separadas de las no estructurales por un pequeino
péptido de membrana, denominado p7 (Griffin et al., 2005). A continuacién se
encuentran las no estructurales: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B
(Takamizawa et al., 1991).

El VHC presenta una gran heterogeneidad en su genoma, caracteristica de
la mayoria de los virus de cadena simple (Abe et al.,, 1992). Esta notable

diversidad genomica puede ser explicada en primer lugar, por la alta tasa de
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errores de la ARN polimerasa dependiente de ARN, ya que la misma no posee
funcién correctora. Esta es considerada la razon principal para la generacién de
secuencias de gran diversidad en el genoma viral, las cuales conllevan la
existencia de una poblacion de cuasi-especies en un mismo individuo, con
genomas virales que difieren entre un 1-5% en su secuencia nucleotidica. Parece
haber mas de 30 genotipos de VHC, que se han reclasificado en seis (1-6) con
variacion en su secuencia nucleotidica entre un 30 y un 50% (Hijikata et al., 1991;
Kato, 2001).

1.2.1.4 Replicacion.

El virus de la Hepatitis C se replica principalmente en los hepatocitos
(Sugano et al., 1995), aunque se ha detectado genoma y antigenos virales en
otras células del higado, entre las que se incluyen las células de Kupffer y las
células endoteliales (Blight et al., 1994). Otros estudios han demostrado que el
virus puede replicarse en células mononucleadas de sangre periférica (linfocitos T
y linfocitos B), en células polimorfonucleadas (en este caso monocitos), en células
de los nédulos linfaticos y en células epiteliales del tracto gastrointestinal y de
cerebro (Deforges et al., 2004; Forton et al., 2004). El ciclo de vida consiste en la
uniéon a un receptor de la superficie celular y su internalizacién, una vez en el
citoplasma de la célula hospedadora se produce la liberacion del ARN viral y la
traduccion mediada por IRES (sitio de reconocimiento ribosomal). Una vez
traducido, se produce el procesamiento de la poliproteina por proteasas celulares y
virales, y la replicacion del ARN, para su posterior ensamblaje y empaquetamiento.

Cuando el virion este maduro sera liberado de la célula huésped.

Entre los posibles receptores para la internalizacion del virus a la célula se
encuentran: la proteina CD81 (Pileri et al., 1998), el receptor scavanger clase B
tipo | (SR-BI) que es el receptor de la lipoproteina de alta densidad y el receptor de
lipoproteina de baja densidad (Nielsen et al., 2006), las lectinas de tipo C: L-SIGN
y DC-SIGN (Cormier et al., 2004), ambas expresadas en las células endoteliales
hepaticas y las células dendriticas respectivamente, el heparan sulfato presente en
los glucosaminoglicanos de la superficie celular (Barth et al., 2003), el receptor de
asialoglicoproteina (Saunier et al., 2003), y la proteina claudina-1 que forma parte
de las uniones estrechas presentes en las células hepaticas (Evans et al., 2007).

Hay trabajos que indican que el CD81 y el SR-Bl se encuentran asociados a
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balsas lipidicas ricas en colesterol, sugiriendo que la presencia de este lipido es

critica para la infeccion por el virus (Cherukuri et al., 2004).

1.2.2 Epidemiologia.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que
alrededor de 130-170 millones de personas, el 3% de la poblacion mundial, puede
estar infectada por la hepatitis C, aunque la mayoria puede estar clinicamente
asintomatica. EI VHC infecta cada afo a 3-4 millones de personas con distribucion

mundial.

En una revision (Touzet et al., 2000) el Grupo Colaborativo Europeo para la
Investigacion de la Hepatitis C, analiza datos epidemiolégicos sobre la infeccion
por VHC procedentes de estudios elaborados en siete paises de la Union Europea,
entre los que se incluye Espana. Este estudio describe una tasa global de
seropositividad entre aspirantes a donante de sangre del 1%, con un rango del
0,04 al 2%. Asimismo, se identificé un gradiente geografico determinado por
aumento de la seroprevalencia en sentido norte-sur. La positividad seroldgica en
pacientes sometidos a hemodialisis varié entre el 20 y el 30%, y en los pacientes
adictos a drogas por via parenteral se encontraba en torno al 80%. La incidencia

en pacientes transfundidos se redujo por debajo del 1% a partir de 1991.

La prevalencia de infeccion VHC, mediante deteccion de anticuerpos anti-
VHC (no todos los pacientes eran positivos a la deteccion de ARN viral mediante
PCR) en parejas que estaba siendo estudiadas por posible esterilidad o estaban a
la espera de tratamiento de fertilidad fue de 0,001% en 13717 pacientes testados
(Windfield and Cottell, 2010).

A pesar de que las vias de transmisién de la infeccién por VHC estan bien
establecidas, en un 30% de los individuos con viremia existe dificultad para
identificar una fuente de infeccion probable (Neuspiller et al., 2000). La infectividad
potencial de fluidos organicos de pacientes infectados por VHC ha sido objeto de
diversos estudios, que confirmaron la identificacion del agente en leche materna y
calostro (Hunt et al., 1997), liquido ascitico o saliva (Mastromatteo et al., 2001) y

liquido folicular (Devaux et al., 2003).
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1.2.2.1 Mecanismos de transmision.

El mecanismo principal de transmision es parenteral, ya que el riesgo de

transmision vertical y horizontal se considera muy bajo.

Los grupos de poblacién mas expuestos a la transmision parenteral son los
receptores habituales de sangre y hemoderivados, los enfermos renales sometidos
a hemodialisis y los toxicobmanos por via parenteral. Otros colectivos con menor
riesgo de contraer la infeccion son los trabajadores sanitarios, los companeros
sexuales de adictos a drogas por via parenteral, y los portadores de tatuajes o
piercing realizados sin garantias de higiene (Liddle, 1996; Alvarado-Ramy et al.,
2001; Mohsen, 2001).

El contagio sexual se ha considerado poco relevante epidemiolégicamente,
ya que el riesgo de adquisicion de la infeccidn por esta via parece situarse en torno
al 5% (Dienstag, 1997). No obstante, resulta dificil establecer la importancia de
esta via de transmisién de manera fiable, ya que la mayoria de los estudios
sefalan la posibilidad de que los pacientes nieguen el antecedente de contactos
sexuales de riesgo como posible fuente de contagio, o que se superpongan
factores de riesgo de transmision por via parenteral (Dienstag, 1997; Salleras et
al.,, 1997). Un estudio de casos y controles realizado en Espana estudié los
factores asociados a la seropositividad frente a VHC en un grupo de mujeres
gestantes. Aunque la frecuencia de diversos antecedentes considerados como
practicas de riesgo era mas elevada en el grupo de pacientes seropositivas, solo
tres factores se mostraron significativamente asociados a la seropositividad tras el
analisis multivariante: adiccion a drogas parenterales, hemoterapia previa, e
historia de contactos sexuales con companeros distintos del habitual sin proteccion

con preservativo (Salleras et al., 1997).

El riesgo de transmision vertical del VHC descrito en la literatura varia
ampliamente en funcién del tipo de poblacién estudiada y de las pruebas
diagnésticas aplicadas. En general, dicho riesgo se considera muy inferior al de
transmision vertical del virus de la hepatitis B, como consecuencia de la menor
carga viral presente en el plasma materno (Hsu et al., 1991; Fried et al., 1992;
Chang, 1996). El riesgo de transmision en la poblacién general oscila entre el 0 y
el 18%, y segun algunos estudios, se eleva al 6-36% en pacientes seropositivas
frente a VIH (Hershow et al., 1997; Hunt et al., 1997). Otros autores no han
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encontrado diferencias en las tasas de transmision relacionadas con el tipo de
parto, la lactancia o la coinfeccion por VIH (Conte et al., 2000). Un estudio pone de
manifiesto la ausencia de transmision vertical del virus en pacientes seronegativas
para VIH, incluso con replicacion activa de VHC. Otro estudio sobre factores
moleculares de riesgo en la transmision perinatal concluye que la negatividad de
ARN viral en plasma materno excluye la posibilidad de transmision, aun en
presencia de anticuerpos anti-VHC, por el contrario, el riesgo de transmision
aumenta significativamente a partir de una carga viral igual o superior a 10°
copias/mL (Ohto et al., 1994).

En la actualidad, los datos disponibles sobre la transmision vertical del virus
sugieren que el riesgo puede considerarse bajo, excepto en pacientes con altas
tasas de viremia, que deberian ser identificadas previamente y sometidas a

consejo preconcepcional (Duffaut and Valla, 1997).

La posibilidad de propiciar la transmisiéon horizontal de la infeccién a través
de los procedimientos desarrollados en los laboratorios de reproduccidn asistida
continla generando controversias, basadas en la inexistencia de estudios
suficientemente amplios, y en la publicacion de casos de contaminacion viral
originada inequivocamente en los laboratorios de fecundacion in vitro (Lesourd et
al., 2000).

1.2.3 Técnicas de deteccidon del VHC.

En 1989 surgieron los primeros ensayos capaces de detectar anticuerpos
frente al VHC. Desde entonces han evolucionado a lo largo de tres generaciones,
mejorando progresivamente su sensibilidad y especificidad. Actualmente, suelen
utilizar antigenos sintéticos o recombinantes, dado que el virus no ha podido ser
aun cultivado a altos titulos. Su aparicion se retrasa entre 4 y 6 semanas, aunque
puede retrasarse mas en casos puntuales. Durante ese periodo de “ventana
seroldgica”, la deteccidn de anti-VHC sera negativa, por lo que la negatividad de
esta prueba en una muestra unica no descarta la infeccion. La presencia de anti-
VHC en suero indica contacto previo con el virus, pero no es, en si misma,
suficiente para establecer el diagnéstico de infeccion crénica. Ademas, en
pacientes con inmunodeficiencias en la respuesta humoral y en pacientes en
hemodidlisis, la negatividad para anti-VHC no excluye totalmente la infeccion. Las

pruebas confirmatorias anti-VHC se han de considerar como pruebas
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confirmatorias de la presencia de anticuerpos y no necesariamente de infeccion
activa. La confirmacion de infeccion en curso, ya sea aguda o crénica, se realiza
detectando ARN del virus mediante pruebas de amplificacion gendmica. Su
negatividad en una muestra puntual no descarta la infeccién crénica, ya que la
viremia puede ser intermitente. Durante el periodo ventana, estas u otras pruebas
de deteccion directa del virus proporcionan el diagnostico de la infeccion cuando
las pruebas de deteccion de anticuerpo son aun negativas o arrojan resultados
indeterminados. Existen también pruebas de genotipificacién y serotipificacion que
se utilizan para determinar el genotipo virico que causé la infeccion (Delgado-
Iribarren et al., 2004).

1.2.4 Tratamiento.

El tratamiento actual de los pacientes con hepatitis C crénica es el
interferon pegilado y la ribavirina. La duracion del tratamiento depende del
genotipo del virus, siendo necesario mayor tiempo de tratamiento para conseguir
una respuesta viral sostenida. Existen pacientes no respondedores al tratamiento
actual, en los que se ha ensayado dosis mas altas y tiempos mas prolongados,
aunque para gran numero de ellos no hay otra opcidon que esperar una nueva
generacion de farmacos. Se estd evaluando realizar un tratamiento de
mantenimiento con dosis bajas de interferén, en estos casos, para prevenir la

cirrosis y/o el hepatocarcinoma (Diago, 2008).

1.2.5 VHC y reproduccioén.

1.2.5.1 El espermatozoide y el ovocito como vehiculo del VHC.

El genoma del VHC al ser ARN vy sin actividad transcriptasa inversa no

puede integrarse en el ADN de gametos y embriones (Steyaert et al., 2000)

El virus de la hepatitis C ha sido detectado en semen, generalmente con
una carga viral baja. Las tasas de deteccién viral en el eyaculado de hombres con
viremia sérica difieren significativamente entre el 0% (Semprini et al., 1998;
Debono et al., 2000) y el 57% (Tang et al., 1996). Estas diferencias existentes
pueden ser explicadas, segun algunos autores, como consecuencia de las
diferencias en los procesos de obtencion, almacenamiento y procesamiento de las
muestras y en la sensibilidad entre los métodos de PCR empleados por los

distintos laboratorios (Levy et al., 2000).
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Muestras seminales positivas para la deteccion viral son negativas una vez

fraccionadas mediante centrifugacion en gradientes de Percoll (McKee et al.,

1996). La Tabla 7 muestra resultados de los estudios mas relevantes que han

realizado deteccion de VHC en semen.

Tabla 7: Deteccion de VHC en semen.

Autor Prueba Resultado Poblacion
deteccion
Terada et al., 1992 PCR Negativa 6 virémicos
PCR anidada
Hsu et al., 1991 PCR Negativa 19 virémicos
PCR anidada
Fried et al., 1992 PCR Negativa 14 virémicos
PCR anidada
Liou et al., 1992 PCR Positiva (24%) 34 virémicos
PCR anidada
Fiore et al., 1995 PCR Positiva
McKee et al., 1996 PCR Positiva
Negativa tras Percoll
Tang et al., 1996 PCR Positiva (57%) 7 virémicos
Caldwell et al., 1996 PCR Negativa 12 virémicos
Semprini et al., 1998 PCR Negativa en células 90 ADVP infectados
redondas, espermatozoides
y plasma seminal
Hollingsworth et al., PCR Negativa 8 virémicos
1998 (coinfectados con VIH)
Pasquier et al., 2000 PCR Positiva (20%) 16 virémicos
Negativa tras swim-up (coinfectados con VIH)
Debono et al., 2000 PCR Negativa 25 virémicos
Western blot
Levy et al., 2000 PCR Positiva (5%) 39 virémicos
Deteccion de  Negativa tras Percoll
inhibidores
Leruez-Ville et al., PCR Positiva (30%)

2000

En mujeres seropositivas para VHC se ha detectado ARN viral en 89% de

los liquidos foliculares y en el 25% de los medios de cultivo de los ovocitos en dia

1. Esta carga viral fue indetectable después de lavados sucesivos y cambio de
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medio de los ovocitos (Devaux et al., 2003). También ha sido detectado material
genético viral asociado a ovocitos de zona pelucida intacta, que se cree que
pueden provenir de contaminacion con liquido folicular (Papaxanthos-Roche et al.,
2004).

1.2.5.2 Influencia del VHC sobre la fertilidad.

Se ha sugerido que la infeccion por hepatitis C crénica puede alterar los
parametros seminales y los perfiles hormonales reproductivos (Durazzo et al.,
2006; Safarinejad et al., 2010). Mientras que unos autores describen peor calidad
seminal en hombres seropositivos para VHC (Durazzo et al., 2006; Moretti et al.,
2008; Lorusso et al., 2010; Hofny et al., 2011), otros autores encuentran resultados
comparables en las caracteristicas seminales de hombres seropositivos para VHC

frente al grupo control (Garrido et al., 2005).

En mujeres seropositivas para VHC con cirrosis se ha referido que pueden
tener unos mayores niveles estrogénicos, independientemente de la gravedad de
la enfermedad, ademas estas pacientes pueden tener también alterado el
metabolismo de la progesterona (Brown et al., 1964). Estas alteraciones en los
niveles estrogénicos y en el metabolismo de la progesterona, relacionados con la
replicacion del VHC, podrian afectar a la fertilidad y a la concepcion (Englert et al.,
2004; Englert et al., 2007).

De igual modo que el VIH, el VHC se ha asociado por algunos autores a
una alteracion ovarica en las mujeres, lo que se pone de manifiesto por un
aumento de los ciclos cancelados, menores niveles de estradiol y ovocitos
recuperados y una mayor dosis de gonadotropinas administradas en ciclos de
FIV/ICSI (Newell and Pembrey, 2002; Englert et al., 2004).

Sin embargo, otros autores han descrito que en mujeres con hepatitis C
activa cronica no se ha observado afeccion del desarrollo folicular (Sifer et al.,
2002).

1.2.5.3 Efecto de la infeccion VHC sobre la gestacion y resultados

obstétricos.

La hepatitis C no parece tener un curso distinto en mujeres gestantes, ni

tener un efecto negativo sobre el embarazo (Smith, 2005). Un estudio (Jabeen et
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al., 2000) siguié a un grupo de 36 mujeres infectadas con VHC tipo B durante 20
afos, un 55% tenian alteraciones bioquimicas y un 42% fibrosis hepatica, hubo un
total de 100 gestaciones en las que no hubo diferencia de la incidencia de aborto,
parto prematuro o necesidad de intervenciones obstétricas frente al grupo control.
Tampoco se ha notado efecto sobre el numero de anomalias congénitas,
complicaciones obstétricas o bajo peso en nifios nacidos de madres seropositivas
para VHC (Hadzic, 2001)

1.2.5.4 VHC y las técnicas de reproduccion asistida.

Los resultados publicados en las técnicas de reproducciéon asistida no
parecen ser muy concluyentes tanto en hombres como en mujeres seropositivos
para VHC. Pirwany et al. (2004) encontraron menores tasas de implantacion y
ninguna gestacion en 12 parejas serodiscordantes para VHC (9 hombres y 3
mujeres seropositivas) frente a su grupo control. Por otra parte, Prisant et al.
(2010) no encontraron diferencias en las tasas de gestacién tanto de hombres

como de mujeres seropositivos para VHC, frente a sus controles.

Otros resultados de ICSI en mujeres seropositivas para VHC muestran una
peor respuesta ovarica a la estimulacion (Englert et al., 2007; Hanafi et al., 2011) y
menores tasas de embarazo, con mayor afeccion en mujeres con viremia positiva,
lo cual puede deberse a una alteracion hormonal asociada a la cirrosis hepatica
viral, como ha sido comentado anteriormente. Sin embargo, esta replicacién viral
no parece afectar a la calidad embrionaria (Hanafi et al., 2011). Otros autores han
constatado también que no existe alteracion en la calidad embrionaria de mujeres
seropositivas para VHC (Sifer et al., 2002; Englert et al., 2007).

1.3 Virus de la Hepatitis B.

1.3.1 Etiologia.

1.3.1.1 Caracteristicas generales.

El virus de la hepatitis B (VHB) es un virus pequefio (42 nm de diametro)
perteneciente a la familia Hepadnaviridae (Zuckerman, 1996) . Fue descubierto
por el médico Baruch Samuel Blumberg en 1963. El virus tiene cuatro serotipos
principales (adr, adw, ayr, ayw), con base en los epitopes antigénicos de las

proteinas de su envoltura. En total, existen ocho genotipos del virus (A-H) segun la
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variacion en la secuencia de nucleotidos del genoma viral. Los genotipos tienen
una distribucion geografica distinta y son utiles para rastrear la evolucion y la
transmision del virus. Las diferencias entre los genotipos afectan la severidad y el
curso de la enfermedad, asi como la probabilidad de complicaciones y la respuesta

al tratamiento.

1.3.1.2 Estructura del VHB.

El virus de la hepatitis B tiene una nucleocapside de forma icosaédrica y
presenta una envoltura exterior de lipidos. La capside encierra un ADN viral y una
ADN polimerasa con actividad de transcriptasa inversa (Locarnini, 2004). La
envoltura exterior contiene proteinas que participan en la unidn del virus, y a su
entrada en las células susceptibles. El virus es uno de los mas pequefios viriones
con envoltura, aunque existen formas pleomorficas, incluidos filamentos y cuerpos
esféricos que carecen de nucleo (core). Estas particulas no son infecciosas y se
componen simplemente de los lipidos y proteinas que forma parte de la superficie
del virion, es decir, los antigenos de superficie (HBsAg), estos antigenos se

producen en exceso durante el ciclo de vida del virus (Howard, 1986).

1.3.1.3 Genoma.

El genoma del VHB esta compuesto de ADN circular, y tiene la peculiaridad
de que una de sus cadenas es mas pequefa que la otra. El extremo de una de las
hebras esta asociado con la ADN polimerasa viral. El genoma contiene entre 3020-
3320 (la hebra de longitud maxima) y 1700-2800 nucledtidos de longitud (la hebra
de longitud minima) (Kay and Zoulim, 2007).

Hay cuatro genes conocidos codificados por el genoma, llamados C, X, Py
S. Estos genes se encargan de codificar antigeno de superficie (HBsAg), la
proteina del nucleo o core (HBcAg), el antigeno e (HBeAg), la polimerasa (ADN

Polimerasa) y la proteina X (Figura 5).
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Figura 5: Virus de la hepatitis B con los antigenos de superficie (Cabezas,
2008).
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1.3.1.4 Replicacion.

El ciclo de vida del virus de la hepatitis B es complejo, aunque es uno de los
pocos virus conocidos, con excepcion del retrovirus, que utiliza la transcripcion
inversa como parte de su proceso de replicacion. El virus es capaz de dominar la
célula hospedadora comenzando por la uniéon a un receptor en la superficie de la
célula y entrando a través de endocitosis. El ADN del genoma viral es transferido al
nucleo de la célula huésped. La hebra del ADN que es parcialmente bicatenaria se
convierte en doble hélice y se une formando un ADN circular covalentemente
cerrado que sirve de matriz para la transcripcién de cuatro ARNm virales. El mayor
de los ARNm, que es mas largo que el genoma viral mismo, se usa para hacer
nuevas copias del genoma vy las proteinas virales de la capside nuclear y la ADN
polimerasa. Un total de cuatro transcripciones virales se transforman en viriones,
que son liberados por la célula o regresados al nucleo y reciclados para producir
otras copias virales. El ARNm largo retorna al citoplasma, donde la proteina P del
virus sintetiza ADN a través de la actividad de la transcriptasa inversa (Beck and
Nassal, 2007).

1.3.2 Epidemiologia.

La infeccion aguda y crénica por el virus de la hepatitis B representa uno de
los mayores problemas de salud publica mundiales. Aproximadamente el 5% de
poblacién (unos 300 millones de personas) presenta infeccion cronica por el virus,

y constituye el principal reservorio del mismo. Se cree que fallecen anualmente
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entre 500.000 y un millon de personas como resultado directo de los trastornos
causados por la infeccién. El virus de la Hepatitis B es 100 veces mas infeccioso
que el VIH (Everson and H, 2002), y puede sobrevivir fuera del organismo durante
7 dias (Bond et al., 1981).

La prevalencia de la infeccibn por VHB y las vias predominantes de
contagio varian ampliamente en relacibn con factores geograficos vy
socioeconomicos. El 45% de la poblacion mundial reside en areas de alta
prevalencia (= 8% de la poblacion con AgHBs); otro 43% reside en zonas de
prevalencia intermedia (2-7% de la poblacion infectada) y solo un 12% en areas
con bajo nivel de endemia (<2% de la poblacion con positividad frente a AgHBSs)
(Mahoney, 1999).

Los paises que presentan baja tasa de infeccién (Europa occidental y
Norteamérica) se caracterizan por un riesgo de adquisicién de la infeccion menor
del 20%, y la mayor parte de los sujetos infectados pertenecen a grupos de riesgo
entre los que se incluyen: adictos a drogas por via parenteral, mujeres y hombres
homo y heterosexuales con multiples compafieros sexuales, compafieros sexuales
y convivientes con portadores de VHB, hijos de mujeres portadoras de la infeccion,
personas ingresadas y personal de instituciones para la atencidn de
discapacitados, receptores habituales de hemoderivados, pacientes en
hemodialisis, profesionales sanitarios que tengan contacto con sangre o
hemoderivados y personas procedentes de areas con alta frecuencia de infeccion

y sus descendientes (Centers for Disease Control and Prevention, 1998).

Estudios realizados en Espana para estimar la prevalencia de la infeccién
en grupos de riesgo describen una tasa de seropositividad del 9 al 11% entre los
trabajadores de diferentes centros sanitarios de una ciudad andaluza (Alamillos
Ortega and Failde Martinez, 1999). En otro colectivo de riesgo, el de los adictos a
drogas por via parenteral, describe una tasa de infeccion del 64,4%, con una
elevada frecuencia de coinfeccién con VHC y VIH (49,1%). Los resultados de otro
estudio realizado en la poblacion toxicomana penitenciaria informa de tasas de
coinfeccion VHB-VHC del 42,5% y de coinfeccién VHB-VHC-VIH del 37,3% de los
afectados (Pallas et al., 1999). Los principales factores asociados al incremento del
riesgo de infeccion son el nivel socioeconémico bajo y la residencia en el medio

urbano (Dominguez et al., 2000).
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Por otra parte, la incidencia de la seropositividad frente a AgHBs en
pacientes con trastornos de la fertilidad ha sido estimada en un 0,001% (Wingfield
and Cottell, 2010).

La estrategia mas eficaz en la prevenciéon de la enfermedad consiste en la
aplicacion de medios de prevencion primaria. La inclusion de la vacuna frente al
VHB en el calendario vacunal ordinario se esta generalizando en los paises

desarrollados (Navas et al., 1992).

1.3.2.1 Mecanismos de transmision.

Las vias de contagio mas importantes son la transmision parenteral, el

contagio sexual y la via perinatal.

Existen numerosas evidencias de la excrecion viral en semen, saliva, orina,
secreciones vaginales, sangre menstrual y leucocitos de pacientes con infeccién
cronica, con capacidad infectiva que persiste después de la negativizacion de los
marcadores plasmaticos de actividad viral (Heathcote et al., 1974; Linnemann and
Goldberg, 1974; Alter et al., 1977; Scott et al., 1980; Xiang, 1983; Karayiannis et
al., 1985; Fagan et al., 1986; Davison et al., 1987; Jenison et al., 1987).

La infeccion perinatal, es la forma mas frecuente de transmision en las
regiones con alta prevalencia. El riesgo de transmision materno-fetal en mujeres
con hepatitis cronica B es de un 20-30% cuando soélo es positivo el HBsAg y del
80-90% cuando ademas de éste es positivo el HBeAg o se detecta ADN viral. En el
caso de hepatitis aguda el riesgo es menor en el primer trimestre: 10% de los
nacidos tendra positivo el HBsAg si no se administro profilaxis, frente al 90% en el
tercer trimestre. La vacunacion del recién nacido frente a VHB y una dosis de
inmunoglobulina tiene eficacia en la prevencion de la infeccion del 85-95% (Giles
et al., 2006).

En los paises de baja o media prevalencia, la causa mas frecuente de
infeccion es por contacto sexual (Alter and Margolis, 1990). Se ha descrito que la
tasa de seroconversion es alrededor de 25% en caso de pacientes con infeccion
cronica por el VHB (Anderson, 2005), aunque la vacunacion contra el VHB reduce

de forma drastica este riesgo de infeccidbn por via sexual (Mast et al.,
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2005).También se han descrito infecciones mediante tatuajes, piercing, acupuntura
y dialisis (Goldstein et al., 2002).

La transmisién de la infeccién por VHB como consecuencia de la aplicacion
de técnicas de reproduccion asistida fue constatada después de la infeccién de
una paciente sometida a inseminacion artificial con semen de donante, en el que
fue aislado retrospectivamente el AgHBs, también presente en suero (Berry et al.,
1987). Este hecho sucedié a pesar de la existencia de conocimientos sobre los
riesgos de la utilizaciéon terapéutica de semen procedente de donantes no
evaluados en relacién con el estado de portador del VHB (Mascola and Guinan,
1986). La legislacion espariola establece la obligatoriedad de determinar el estado
de infectividad por VHB como parte de los requisitos para la evaluacion de
candidatos a donantes de gametos y preembriones (Real Decreto 412/1996 de 1

de marzo).

En el tratamiento con técnicas de reproduccion asistida a sujetos con
infeccidn cronica anterior y con aclaramiento plasmatico completo de productos
virales, el riesgo se consideraba nulo, hasta la publicacion de presencia persistente
de ADN viral en el semen de un individuo afectado por infeccion cronica con
deteccién plasmatica negativa del genoma, tras un tratamiento con alfa interferén
(Fagan et al., 1986).

1.3.3 Técnicas de deteccién del VHB.

El diagnostico definitivo de la infeccion por VHB es necesariamente
serolégico, como consecuencia de la falta de especificidad del cuadro clinico. El
hallazgo seroldgico caracteristico de la infeccion aguda es la deteccion persistente
del AgHBs y de AgHBe, seguido de la aparicion de IgM anti-HBc (presente en
suero durante unas 36 semanas). Durante el periodo de convalecencia, se produce
el aclaramiento plasmatico del AgHBs y del AgHBe, y la aparicion de anticuerpos
especificos anti-HBs, anti-HBc y anti-HBe. El primero es un anticuerpo protector
que indica curacion e inmunidad frente a la reinfeccion. También es detectable
entre la poblacién vacunada frente al VHB. La presencia de anticuerpos anti-HBc
tipo IgM e 1gG indica exposicion actual o anterior al virus, y replicacion viral. La IgG
anti-HBc se positiviza muy poco después del contacto con el virus, y permanece de
por vida, mientras que la IgM anti-HBc es el marcador mas fiable de infeccion

aguda. En pacientes con infeccion cronica, el AQHBs permanece positivo de forma
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generalmente definitiva. EI ADN viral puede ser identificado en el suero de
pacientes con infeccidbn aguda o crénica, siendo la técnica mas sensible la

cuantificacion mediante PCR (Delgado-Iribarren et al., 2004).

1.3.4 Tratamiento.

No se dispone de tratamiento especifico para la infeccion aguda, y la
infeccion crénica puede beneficiarse del tratamiento con alfa-interferén, que puede
mejorar las tasas de aclaramiento plasmatico del AgHBe desde un 12% en sujetos
no tratados hasta un 33% (Wong et al., 1993). El interferon alfa estandar se viene
empleando desde hace mas de veinte afos, en los ultimos anos se han introducido
también el tratamiento con los analogos de nucledsidos o de nucledtidos, primero
lamivudina, y después adefovir, dipivoxil y entecavir. Sin embargo, los inhibidores
del ADN polimerasa presentan dos grandes problemas: las resistencias
(lamivudina) y las pocas respuestas a largo plazo tras la retirada del farmaco. El
interferén alfa estandar posee un importante y complejo efecto inmunomodulador,

pero su actividad frente al VHB es limitada (Pérez, 2006).

1.3.5 VHB y reproduccion.

1.3.5.1 El espermatozoide y el ovocito como vehiculo del VHB.

Las primeras publicaciones que ponian de manifiesto la posibilidad de aislar
el denominado “antigeno Australia” (HBsAg) en semen y saliva ya invocaban una
posible via seminal para la transmision de la infeccion (Buttler et al., 1974;
Heathcote et al., 1974; Linnemann and Goldberg, 1974). Los siguientes estudios
pusieron de manifiesto la posibilidad de aislar el genoma del VHB en el interior de

las células germinales masculinas (Hadchouel et al., 1985; Naumova et al., 1986).

Hay numerosas evidencias de la presencia en semen de marcadores
virales, como AgHBs y DNA viral. Todos los estudios describen presencia de virus
en el semen en porcentajes variables pero inferiores al 100%. La concentracion del
genoma viral hallada en semen resulté muy inferior a la plasmatica en un estudio
cuantitativo realizado con muestras procedentes de 15 homosexuales con
infeccion cronica por VHB (Jenison et al., 1987). La mayor parte de los estudios
disefiados para la determinacion de la prevalencia de la contaminacion viral del

semen y otros fluidos organicos, se han realizado sobre grupos reducidos de
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pacientes con infeccidén crénica conocida. Los resultados de dichos estudios se

resumen en la Tabla 8.

Tabla 8: Deteccion del VHB en semen.

Producto Tasade

Autor ] ) Poblacion
viral deteccion
Ayoola et al., 1980 AgHBs 12% 50 varones (poblacion general Nigeria)
Karayiannis et al., 1985 DNA 62% 21 sujetos con infeccion cronica.
Hadchouel et al., 1985 DNA 17% 17 infectados (infeccién aguda y portadores
cronicos).
Jenison et al., 1987 DNA 73% 15 varones homosexuales con infeccion
cronica.
Davison et al., 1987 DNA 78% 18 portadores cronicos.
Evans et al., 1988 AgHBs 4% 647 pacientes de una clinica de

enfermedades de transmisiéon sexual.

Worm et al., 1997 AgHBs 10% 332 clientes de prostibulos.

Las discrepancias observadas en la tasa de deteccién de VHB en semen se
deben a las diferentes técnicas empleadas y a las diferencias entre las poblaciones
estudiadas (Hadchouel et al., 1985; Davison et al., 1987; Jenison et al., 1987).

Las espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y las células de Sertoli
muestran sefiales de hibridacion de secuencias gendmicas virales (Lang, 1993).
Esto sugiere que la infeccion de VHB en varones puede tener efectos hereditarios,
incluso podria producirse transmision vertical del padre al hijo (Huang et al., 2003).
Por lo que algunos autores recomiendan informar a las parejas de esta posibilidad

antes de realizarse un TRA (Honeck et al., 2006).

La bibliografia existente que relaciona al VHB y al ovocito describe que en
cultivos de ovocitos de raton, los plasmidos de ADN pueden atravesar la zona
pelucida in vitro e integrarse en el ADN del célula hospedadora (Huang et al.,

2005). También se ha detectado ADN de VHB tanto en el nucleo como en el
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citoplasma del ovocito en diferentes estados de la infeccion por VHB (Ye et al.,
2006). La presencia de ADN viral tanto en ovocitos como en embriones parece
estar relacionado con el nivel sérico de ADN viral, la presencia de HBsAg en el
suero y la duracion de la enfermedad en la madre (Hu et al., 2011). Aunque los
ovocitos parecen ser capaces de integrar particulas virales, son necesarias mas
investigaciones para poder determinar la posibilidad de transmisién vertical de

madres seropositivas VHB a sus hijos (Lutgens et al., 2009).

1.3.5.2 Influencia del VHB sobre la fertilidad.

Aunque no hay mucha literatura disponible, el VHB parece tener efectos
adversos sobre la funcion espermatica. Diferentes autores (Vicari et al., 2006;
Moretti et al., 2008; Lorusso et al., 2010; Oger et al., 2011; Zhou et al., 2011)
describen que los hombres seropositivos para VHB tiene peores caracteristicas

seminales, siendo la motilidad el parametro mas afectado.

No existen datos disponibles sobre la afectacion de la funcién reproductiva
por el VHB en las mujeres portadoras (Englert et al., 2004). Recientemente hay
autores que refieren que parece improbable que la infeccién por VHB represente

causa de infertilidad, incluso en areas hiperendémicas (Lam et al., 2010).

1.3.5.3 Efecto de la infeccion por el VHB sobre la gestacion y

resultados obstétricos.

No existe consenso acerca de la frecuencia y gravedad de la hepatitis B en
la madre (Medhat et al., 1993). Se acepta, no obstante, que en poblaciones
normales y bien nutridas es similar al de la no gestante, sin embargo, el riesgo es

elevado en poblaciones desnutridas.

No se ha demostrado un mayor riesgo de abortos ni de malformacion fetal,
sin embargo, si parece haber un aumento hasta del 14% de partos pretérmino si la

enfermedad se padece en el primer trimestre (Levy and Koren, 1991).

1.3.5.4 VHB y las técnicas de reproduccion asistida.

Los resultados de la aplicacion de técnicas de reproduccion en parejas
serodiscordantes para VHB no son muy concluyentes. Pirwany et al. (2004) fueron

los primeros autores que examinaron los resultados de TRA en 13 parejas
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serodiscordantes para VHB, encontrando menores tasas de implantacion y
gestacion respecto del grupo control. Posteriormente otro estudio (Lam et al.,
2010), con mayor numero de parejas, describi6 mayores tasas de implantacion y
de gestacion en las parejas serodiscordantes, frente al grupo control.
Recientemente Zhou et al. (2011) refirieron peores resultados en tasa de
fecundacion, tasa de implantacién y tasa de gestacidon en pacientes que se
sometian a ICSI, frente al grupo control. Sin embargo, las parejas que se sometian
a FIV tenian resultados similares que las parejas control. Y otro estudio (Oger et
al., 2011) encontr6 mayor proporcion de bajas tasas de fecundacion en parejas
sometida a FIV, aunque no existian diferencias significativas en la tasa

fecundacion ni en la de fallo total de fecundacion.

2. Estudio béasico de esterilidad y téecnicas de
reproduccion asistida.

Antes de abordar las diferentes opciones reproductivas en las parejas con
alguna de las enfermedades infecciosas transmisibles estudiadas (EIT) es
necesario describir brevemente los fundamentos del estudio basico de esterilidad y

las técnicas de basicas de reproduccion asistida.
2.1. Estudio basico de esterilidad.

Es aconsejable realizarlo en parejas con deseos de reproduccién que tienen
alguna EIT, de tal manera que si se evidencia algun factor que se pueda asociar
con una disminucién del potencial reproductivo se desaconseje la reproduccion

natural.

Las tasas de esterilidad segun distintos estudios epidemiolégicos se situan
entre un 14-16% de las parejas en edad reproductiva. El 60% de las mismas en
edad fértil consiguen quedar gestantes en 6 meses, el 85% en 12 meses y un 90%
en 18 meses (Matorras and Hernandez, 2007). La fecundidad mensual maxima de
una pareja joven, con una mujer menor de 30 afios, no es superior al 30%
(Edwards and Brody, 1995; Ellish et al., 1996).

Se considera que una pareja padece esterilidad si tras 12 meses de
relaciones sexuales sin métodos anticonceptivos no queda gestante. Sin embargo,

distintos factores asociados podrian ser indicativos para iniciar el estudio basico de
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esterilidad a los 6 meses de relaciones sexuales sin métodos anticonceptivos y no
obtencion de embarazo (mas de 35 afos en la mujer, anormalidades menstruales,
historia de enfermedad pélvica o testicular, endometriosis y cirugias a estos
niveles) (WHO, 2010b).

Existe controversia respecto a los términos que se emplean en la literatura
para referirse a la esterilidad, infertilidad y subfertilidad. Segun algunos autores,
infertilidad debe reservarse para aquellas parejas que consiguen quedar
embarazadas espontdneamente pero no consiguen un embarazo a término, ya que
abortan. El término subfértil lo utilizan algunos autores para referirse a aquellas
que no logran gestaciéon tras 12 meses de relaciones, pero que con tratamientos
especificos pueden conseguirlo. Por ultimo, el termino estéril se refiere a causas
definitivas de esterilidad tales como ausencia de utero o de espermatozoides
(Remohi et al., 2004). En la mayoria de la literatura en castellano se igualan los

términos de subfertilidad y esterilidad.

La esterilidad es una enfermedad de la pareja y, como tal, hay que estudiar

a ambos miembros en paralelo (Figura 6). Este estudio basico engloba:

¢ Anamnesis en ambos miembros de la pareja.

e Exploracién ginecologica a la mujer.

e Evaluacion tubarica.

e Seminograma al varon.

La evaluacion inicial de la esterilidad masculina es simple, y por ello la
realizacién de un seminograma deberia preceder cualquier valoracién invasiva en

la mujer.
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Figura 6: Estudio bésico de esterilidad.
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2.1.1 Anamnesis de la mujer.

45

En la anamnesis de la mujer deberian cuestionarse y determinarse los

aspectos y parametros que se citan seguidamente.

- Historia médica

Identificar otras patologias no ginecoldgicas pero con repercusion

reproductiva.

Identificar el consumo de medicamentos, asi como de tabaco,

alcohol y otras drogas.

Determinar el indice de masa corporal y posible sobrepeso para

aconsejar programas de adelgazamiento, incluso en pacientes

normoovuladoras.
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e Medir la presion arterial y realizar analitica general con serologias
para investigar inmunizacién frente a rubeola, aconsejando
vacunacion en caso de ser negativa. En la actualidad se debate
sobre la conveniencia de investigar la inmunidad frente a toxoplasma
durante el embarazo, una determinacién pregestacional positiva nos
permitira considerar inmunizada a la futura gestante (Gonzalez,
2001). También debe investigarse o confirmarse el estado seroldgico
frente a lues, VHB, VHC y VIH.

- Historia familiar

e Ha de incluir el numero de hermanos, los antecedentes de
enfermedades de padres y hermanos, especialmente esterilidad y

anomalias hereditarias, y la consanguinidad de los padres.
- Historia reproductiva
e Duracion de la esterilidad con la pareja actual y fertilidad previa.

e Enfermedades de la infancia e historia del desarrollo somatico y

puberal.

e Antecedentes quirurgicos, historia sexual y genitourinaria, incluyendo

enfermedades de transmision sexual y exposicion a gonadotoxinas.
¢ Antecedentes de patologia ovarica.
e Frecuencia coital y posibles disfunciones sexuales.

La ovulacion es un requisito imprescindible para la concepcién, y por ello
debe investigarse siempre. Los desoOrdenes  ovulatorios  suponen,
aproximadamente, hasta un 15-25% de las causas de esterilidad (Mosher and
Pratt, 1991). Una historia de ciclos menstruales regulares (21-35 dias) se
corresponderia con una correcta ovulacion en un 97% de los casos (Magyar et al.,
1979).

Las determinaciones de FSH, LH, TSH, prolactina y andrégenos tienen
interés en mujeres con desérdenes ovulatorios con objeto de orientar la

localizacion de la patologia (prolactina y TSH en patologia hipofisaria; FSH y LH
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para identificar hipogonadismos hipo o hipergonadotropos, asi como criterios
diagnésticos de SOP; 17-OH progesterona en hiperplasia suprarrenal; SDHEA y

testosterona en hirsutismo) (Gonzalez et al., 2007).

En mujeres de mas de 35 afios debera investigarse la reserva ovarica y
realizar un asesoramiento al respecto (Bukulmez and Arici, 2004). Para estudiar la
reserva ovarica se pueden utilizar determinaciones ecograficas (recuentos
foliculares antrales,...), determinaciones hormonales basales (FSH en dia 3) o
tests dinamicos como el de clomifeno o el de EFORT (Exogenous follicle

stimulating hormone ovarian reserve test).

En caso de esterilidad secundaria ha de registrarse el tiempo requerido para
lograr cada una de las gestaciones previas. Si hay abortos, ha de evaluarse la

semana gestacional en la que ocurrieron y el diagnostico etioldgico si lo hubiere.

2.1.2 Exploracién ginecoldgica.

Se realizara exploracion ginecoldgica completa con citologia cervical. En
caso de sospecha clinica de enfermedades de transmision sexual, deberan

realizarse cultivos y pruebas pertinentes para su confirmacion.

2.1.3 Evaluacién tubarica.

Si los resultados de la exploraciéon ginecoldgica y la ecografia vaginal son
normales, y el resultado del seminograma también, se debe realizar una
histerosalpingografia —-HSG- (visualizacion radiolégica de la cavidad uterina y de
las trompas, mediante la introduccion de un contraste radiopaco a través del
cérvix) para evaluar utero y trompas. Antes de la introduccion de cualquier medio
de contraste en el utero, se recomienda profilaxis antibiética, debido a que entre un
30 y un 60% de las pacientes con problemas de fertilidad presentan anticuerpos

positivos en suero para Chlamydia tracomatis (Land et al., 2002).

Si el resultado de la HSG muestra anormalidades tubaricas se debe estudiar
la presencia de Chlamydia tracomatis en el tracto genital femenino mediante
estudio serolégico de anticuerpos anti-Chlamydia o cultivo microbioldgico. Si no
presenta infeccion por este microorganismo se puede valorar la realizacién de una
laparoscopia terapéutica, pero si el resultado es positivo se recomienda realizar
FIV/ICSI.
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Si el resultado de la HSG muestra anormalidades intrauterinas se debe
recomendar la histeroscopia. Esta técnica permite visualizar la cavidad uterina de
forma precisa, tras ser distendida con un medio salino. No obstante, se trata de un
método invasivo y costoso, por o que se reservara para ser realizada con fines
terapéuticos (reseccién de tabique uterino, de pdlipo 0 mioma submucoso). Solo se

realizara con fines diagnosticos cuando la HSG de resultados dudosos.

Si la HSG muestra anormalidades tanto en las trompas como en el utero se
puede valorar realizar una laparoscopia. Esta técnica debera realizarse tan solo
bajo fuerte sospecha de patologia, con objeto de confirmarla e intentar tratarla en
el mismo acto quirurgico (adhesiolisis, quistectomia de endometriomas) (Opsahl et
al., 1993; Jacobson et al., 2002).

Algunos hallazgos del estudio basico de esterilidad llevaran a realizar otras

pruebas diagndsticas (cariotipo, estudio de fibrosis quistica, etc.).

2.1.4 Esterilidad por factor masculino.

El factor masculino esta presente, ya sea como factor unico o de manera
combinada con otro factor, en aproximadamente el 45% de las parejas estériles.
La esterilidad masculina puede tener su origen en diversas causas o factores de
riesgo que a menudo actuan conjuntamente. Algunas de ellas son identificables
(obstruccion de los conductos eyaculadores o hipogonadismo hipogonadotréfico) y
otras identificables pero no reversibles (atrofia testicular bilateral secundaria a
orquitis urliana). Cuando no resulta posible esclarecer la etiologia de la alteracion

se califica de esterilidad idiopatica.

El propdsito de la evaluacion del varon es la identificacidn de alteraciones
causantes de esterilidad. El tratamiento de las alteraciones reversibles puede
incrementar la posibilidad de concepcion mediante relaciones naturales o
reproduccion asistida. La identificacion de causas irreversibles y sin posibilidad de
tratamiento evita a la pareja la incomodidad de realizar tests diagndsticos

inadecuados o intentar terapias ineficaces (Jarrow and Sigman, 1999).

Por tanto, para el estudio de la esterilidad masculina se deben cumplir los

objetivos que se describen a continuacion.
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e Identificar patologias y factores de riesgo que causan esterilidad

masculina o que contribuyen a ella (Nieschlag and Behre, 1997).

e Orientar la estrategia terapéutica, tratando o corrigiendo las causas
cuando sea posible, o bien proponiendo las mejores alternativas en

reproduccion asistida (Weidner et al., 2002).

e Identificar anomalias genéticas transmisibles a la descendencia
(Shah et al., 2003).

¢ Identificar patologias relevantes para la salud del varén (Honig et al.,
1994).

La evaluacion del varén programada y basada en criterios de medicina
basada en la evidencia debe ser escalonada, iniciandose con el diagndstico
andrologico minimo, continuandose con el diagndstico androlégico completo, y
complementandose con aquellos tests o estudios que el clinico recomiende en
base a los resultados de la evaluacion completa (Figura 7). La evaluacion inicial
del varén debe incluir la anamnesis y un seminograma (si el resultado del mismo
estd por debajo de los valores de referencia debera repetirse transcurridas 1-3

semanas) (Rowe et al., 2000).
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Figura 7: Diagnéstico androldgico en el estudio de la pareja estéril.
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2.1.5 Anamnesis del varén.

- Historia médica

Se realiza para identificar factores de riesgo y patrones de comportamiento
que pueden tener impacto significativo en la esterilidad masculina (desarrollo y

pubertad, historia genitourinaria, patologias de riesgo).
- Historia reproductiva
e Duracion de la esterilidad con la pareja actual y fertilidad previa.

e Enfermedades de la infancia e historia de desarrollo somatico y

puberal.

¢ Antecedentes quirurgicos, historia sexual y genitourinaria, incluyendo
enfermedades de transmision sexual y exposicion a gonadotoxinas
(incluyendo altas temperaturas).
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e Antecedentes de patologia testicular (mal descenso, inflamacion,

traumatismos).
e Frecuencia coital y posibles disfunciones sexuales.
- Historia familiar

e Ha de incluir el numero de hermanos, los antecedentes de
enfermedades de padres y hermanos, especialmente esterilidad y

anomalias hereditarias.

En caso de esterilidad secundaria, ha de registrarse el tiempo requerido
para lograr cada una de las gestaciones previas. Si hay abortos previos, ha de
evaluarse la semana gestacional en la que ocurrieron y el diagndstico etioldgico si
lo hubiere. Ha de registrarse el consumo previo y actual de medicamentos y

sustancias toxicas.

2.1.6 Analisis de semen.

Para una correcta realizacion e interpretaciéon de un analisis de semen,
deben tenerse presentes diferentes aspectos previos y posteriores al analisis, asi
como la utilizacion de técnicas y criterios reconocidos internacionalmente como los
editados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) o la Sociedad Europea de
Reproduccién Humana y Embriologia (Kvist and Bjoérndahl, 2002), y aplicar

procedimientos de control de calidad interno y externo.

Es importante tener en cuenta que los parametros clasicos de semen,
reflejan el estado funcional de la secrecion exocrina de las glandulas sexuales
masculinas y nos orientan sobre patologias del sistema genital. Soélo
excepcionalmente, como en casos de ausencia total de espermatozoides
(azoospermia) o movilidad (astenozoospermia total), predicen la fertilidad de un
varén, ya que dichos estados pueden ser transitorios y la esterilidad es un

concepto que hace referencia a la pareja.

Los espermatozoides se acumulan en el epididimo una vez que han sido
liberados a la luz de los tubulos seminiferos. Cuando el contenido del epididimo
supera la capacidad del mismo, los espermatozoides rebosan y pasan a la uretra

para ser eliminados con la orina (Cooper et al., 1993; De Jonge et al., 2004). La
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viabilidad del espermatozoide y de su cromatina se pueden ver afectadas por
mayores tiempos de abstinencia sexual, si existe algun trastorno funcional en el
epididimo (Correa-Perez et al., 2004). Por ello es importante conocer el tiempo
transcurrido desde la ultima actividad sexual, recomendandose el analisis de

semen tras un periodo de abstinencia sexual de 2 a 7 dias (WHO, 2010b).

Sin embargo, también es importante investigar el periodo de abstinencia
sexual desde la penultima eyaculacién, debido a que el contenido del epididimo no

se vacia por completo tras una eyaculacién (Cooper et al., 1993; Amann, 2010).

La OMS, en sus recomendaciones para el analisis de semen, divide las
magnitudes bioldgicas a estudiar en estandares, opcionales y de investigacion
(Tabla 9).

Tabla 9: Clasificacion de parametros a incluir en un analisis de semen segun
OMS-10 (WHO, 2010b).

Examen macroscépico: licuefaccion, viscosidad, aspecto, volumen, pH
Presencia de agregados y aglutinaciones de espermatozoides

Movilidad espermatica
Estandares Vitalidad espermatica
Numero de espermatozoides y otras células
Morfologia espermatica

Deteccion de anticuerpos antiespermatozoide unidos a la superficie
espermatica

indices de defectos multiples espermaticos

Técnica inmunocitoquimica para la deteccion de leucocitos
Opcionales  Interaccion entre espermatozoide y moco cervical

Analisis bioquimicos del liquido seminal

Analisis automatico de la movilidad espermatica

Especies reactivas de oxigeno
Test de unidén a zona pelucida
Investigacion ., e -
Evaluacion de la reaccidn acrosémica

Test del ovocito de hamster

Un seminograma debe, como minimo, incluir los parametros estandares que
se han denominado parametros clasicos de semen: valoracibn macroscoépica
(licuefaccion, viscosidad, aspecto, volumen, y pH), presencia de agregados y

aglutinaciones, movilidad espermatica, vitalidad espermatica, numero de

Irene Molina Gonzadlez



Atencion a los deseos reproductivos de las parejas con EIT 53

espermatozoides y otras células, morfologia espermatica y deteccion de
anticuerpos antiespermatozoide unidos a la superficie espermatica, cuyos limites

inferiores de referencia se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10: Limites inferiores de referencia en los parametros de semen segun
manual de la OMS-10 de anélisis de semen (WHO, 2010b).

Limite inferior de
referencia

(Intervalo de

Propiedades confianza)
Volumen (mL) 1,5(1,4-17)

Movilidad total (progresivos + no progresivos, %) 40 (38 —42)
Movilidad progresiva 32 (31-34)

Vitalidad (vivos, %) 58 (55 - 63)

N° total de espermatozoides (10%/eyaculado) 39 (33 - 46)
Concentracion de espermatozoides (10°/mL) 15 (12 - 16)
Morfologia espermatica (normal, %) 4 (3,0-4,0)

En funcion del resultado obtenido en el seminograma se distinguen las

patologias que se describen a continuacion.
e Aspermia: ausencia de semen (0 eyaculacion retrograda).

e Astenozoospermia: porcentaje de espermatozoides mdoviles

progresivos por debajo del limite inferior de referencia.

e Astenoteratozoospermia: porcentaje de espermatozoides moviles
progresivos y espermatozoides morfolégicamente normales por

debajo del limite inferior de referencia.

e Azoospermia: ausencia de espermatozoides en el eyaculado,
definido como el limite inferior de cuantificaciéon por el método de
contaje utilizado.
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Criptozoospermia: ausencia de espermatozoides en la muestra en
fresco y presencia en el botén celular tras centrifugado de la

muestra.

Hemospermia: presencia de eritrocitos en el eyaculado

(hematospermia).

Leucospermia: presencia de leucocitos en el eyaculado por encima

del valor umbral (leucocitospermia, piospermia).

Necrozoospermia: bajo porcentaje de espermatozoides vivos y alto

porcentaje de espermatozoides inmdéviles en el eyaculado.

Normozoospermia: numero total de espermatozoides (o
concentracién, dependiendo del resultado reportado) *, porcentaje
de espermatozoides moviles progresivos y espermatozoides con

morfologia normal igual o por encima del limite inferior de referencia.

Oligoastenozoospermia: numero total de espermatozoides (o
concentracién, dependiendo del resultado reportado) * y porcentaje
de espermatozoides moviles progresivos por debajo del limite

inferior de referencia.

Oligoastenoteratozoospermia: numero total de espermatozoides (o

*

concentracion, dependiendo del resultado reportado) *, porcentaje
de espermatozoides mdviles progresivos y espermatozoides con

morfologia normal por debajo del limite inferior de referencia.

Oligoteratozoospermia: numero total de espermatozoides (o
concentracion, dependiendo del resultado reportado) * y porcentaje
de espermatozoides con morfologia normal por debajo del limite

inferior de referencia.

Oligozoospermia: numero total de espermatozoides (o
concentracion, dependiendo del resultado reportado) * por debajo

del limite inferior de referencia.
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e Teratozoospermia: porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales por debajo del limite inferior de

referencia.

* Se debe dar preferencia siempre al numero total, ya que este parametro

tiene prioridad sobre la concentracién

2.1.7 Causas de esterilidad.

Si tras la realizacion de un correcto estudio de esterilidad, se encuentran
alteraciones en la historia clinica, exploracion fisica del varén o analisis de semen,

se clasifica como esterilidad por factor masculino.

Ante alteraciones endocrinas femeninas hablaremos de esterilidad por
factor endocrino. La HSG y/o ecografia vaginal detectara alteraciones tubaricas o
uterinas, constituyendo entonces la esterilidad por factor tubarico (tuboperitoneal) o
factor uterino respectivamente. Los factores cervicales son una causa inusual de
esterilidad, aunque vaginitis, cervicitis, traumatismos cervicales o cualquier
situacion que modifique el cérvix pueden tener un impacto negativo en el volumen
o calidad del moco cervical y con ello imposibilitar la concepcion (Matorras and
Hernandez, 2007).

No siempre hay una unica causa de esterilidad, encontrandose dos o mas

causas en casi un 30% de los casos (Rantala, 1988).

No obstante, incluso tras la realizacion de las mas sofisticadas pruebas
diagnosticas, la etiologia de la esterilidad se desconoce en el 15-30% de las
parejas estériles (esterilidad sin causa aparente -ESCA-) (Vanrell et al., 1993). En
la ESCA de menos de 3 anos de evolucion y mujer menor de 35 afios el prondstico

es bueno, incluso sin tratamiento (ESHRE Capri Workshop Group, 2009).

De manera global, el 35% de las parejas presentan esterilidad de causa
femenina (endocrina, tubarica, uterina o cervical) y otro 35% de causa masculina.
El 15% presentan alteraciones en ambos miembros de la pareja (esterilidad de
causa mixta). Y por ultimo, otro 15% no muestran alteraciones tras el estudio
basico de esterilidad (ESCA) (Nicolas et al., 2004).
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2.2. Técnicas de reproduccion asistida.

El 50% de las parejas estériles resolveran su enfermedad mediante
tratamientos médicos adecuados (antibioterapia en caso de infecciones,
tratamientos farmacolégicos en caso de alteraciones endocrinas leves, cirugia,
etc.,) o medidas sexuales apropiadas (coito programado, apoyo psicolégico,
educacion sexual, etc.) (Gonzalez et al., 2007). Aproximadamente el 50% restante

necesitara de técnicas de reproduccion asistida para obtener una gestacion.

La reproduccion asistida engloba un conjunto de técnicas encaminadas a
facilitar la fecundacién del ovocito. Dentro de estas TRA se encuentran la
inseminacion artificial (IA), la fecundacion in vitro (FIV) y la microinyeccion
espermatica intracitoplasmatica (ICSl). En la mayoria de las técnicas de
reproduccion asistida es necesario realizar previamente tratamientos para la
estimulacién de la ovulacién en la mujer, pues esto va a permitir aumentar
considerablemente la tasa de éxito (ya que en vez de madurar un solo ovocito por
ciclo se consigue que maduren varios). El seguimiento de la estimulacién ovarica
se realiza mediante ecografia ovarica via vaginal uUnicamente (inseminacion
artificial) o acompafado de determinacién de niveles séricos de estradiol (FIV/ICSI)
(Matorras and Hernandez, 2007).

Mediante la IA se depositan los espermatozoides en el tracto genital
femenino. Segun el tipo de semen utilizado la inseminacion artificial se denomina

de diferente forma.

¢ Inseminacion artificial conyugal (IAC): inseminacién artificial con

semen de la pareja.

¢ Inseminacién artificial de donante (IAD): inseminacion artificial con

semen de donante.

La inseminacién puede ser intracervical o intrauterina, segun el lugar donde
se deposite el semen. Dado que la tasa de embarazo es significativamente mayor
con la inseminacién intrauterina que con la inseminacién intracervical, por lo que la
primera es la mas habitual (ESHRE Capri Workshop Group, 2009).

En la IAC la muestra de semen se obtiene por masturbacién, en el mismo

dia en que se va a realizar la inseminacion. Se recomienda al vardén una

Irene Molina Gonzadlez



Atencion a los deseos reproductivos de las parejas con EIT 57

abstinencia sexual previa, con el objetivo de maximizar la calidad de la muestra
seminal en numero y calidad de los espermatozoides. En la IAD el semen se
descongela el mismo dia de la inseminacion, previa asignacién del donante, segun

las caracteristicas fenotipicas de la pareja (Clavero et al., 2007).

La muestra de semen se debe manipular en el laboratorio antes de la
inseminacion con dos objetivos. Primero, aislar un alto porcentaje de
espermatozoides funcionales, con una alta movilidad y sin anomalias morfologicas
de otros espermatozoides no viables, células y restos celulares presentes en el
semen. Segundo, eliminar el plasma seminal (asi como prostaglandinas, agentes
infecciosos y otras sustancias presentes en él) que impediria la capacitacion

espermatica (Sellés et al., 2004).

Entre las técnicas mas utilizadas para seleccionar espermatozoides moviles
se encuentran los gradientes de densidad y el swim-up. En pacientes sin EIT se
suele utilizar una de ellas previamente a la TRA. Y en el caso de pacientes con EIT
se suele realizar primero la técnica de gradiente de densidad y a continuacion la de
swim-up, denominandose a esta combinaciéon de ambas técnicas lavado seminal

(ver seccion 2.2.4).

La FIV hace referencia al desarrollo del embrion en el laboratorio, desde de
los primeros estadios hasta el dia quinto o sexto tras la fecundacion. Una definicion
adecuada del procedimiento conocido como FIV seria: fecundacién y progreso de
los primeros estadios embrionarios fuera del organismo. Segun el método de

fecundacion podemos hablar de FIV convencional o de ICSI (Galan et al., 2004).

Como se ha comentado anteriormente, para llevar a cabo estas TRA es
necesario realizar una estimulacion de la ovulacion en la mujer. Cuando, tras
estimulacién, los foliculos ovaricos ha alcanzado un tamafo de 17 mm se procede
a desencadenar la ovulacién mediante la hormona gonadotropina coriénica (hCG),
la hormona gonadotropina luteinizante recombinante (LHr) o agonistas de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). A las 36 horas de esta inyeccion,
mediante puncion folicular ecoguiada, se procede a la aspiracion de los foliculos
ovaricos. El liquido folicular es trasladado al laboratorio de reproduccién asistida,

donde se realiza la identificacion de los complejos cumulo-corona-ovocito.
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En funcion de la técnica que se vaya a emplear, FIV o ICSI, el tratamiento
del complejo cumulo-corona-ovocito sera diferente. En la FIV convencional se
cultiva cada complejo con los espermatozoides a una concentracion determinada,
mientras que en ICSI se decumulan los complejos y cada ovocito sera
microinyectado con un espermatozoide. Al dia siguiente se comprueba la
fecundacion, realizandose la transferencia de embriones al utero dos o tres dias
después de la puncion folicular. Los embriones sobrantes se crioconservan en
nitrogeno liquido. En la Figura 8 se esquematizan las diferentes etapas de
laboratorio en FIV/ICSI.

En pacientes con fallos repetidos de implantacion tras transferencias de
embriones de buena calidad, se ha sugerido la realizacién de transferencia de
blastocistos, eclosion asistida o diagnostico genético preimplantacional con
screening de aneuploidias (PGS). Actualmente la indicacion de estas técnicas esta
en revision, pues no existe evidencia suficiente para recomendarlas. La primera
consiste en prolongar el cultivo de los embriones hasta el dia+5 de su desarrollo
mediante técnicas de cocultivo, con diferentes lineas celulares o utilizando medios
de cultivo secuenciales. La eclosion asistida consiste en realizar una apertura en la
zona pelucida del embrion que le facilite su abandono en el proceso de eclosion.
Dicha apertura puede realizarse mediante laser, mecanica o quimicamente (acido

tyrode) (Aragonés et al., 2004).

El PGS consiste en biopsiar una o dos blastbmeras de un embrion
conseguido por ICSI, para determinar su contenido cromosémico mediante
técnicas de hibridacion in situ, o analizar su contenido génico mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Para obtener la biopsia se realiza una apertura en
la zona pelucida del embrion de igual modo que el indicado anteriormente para la
eclosién asistida. También se puede biopsiar el primer o segundo corpusculo polar,

con el objeto de analizar su informacion genética (Aragonés et al., 2004).
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Figura 8: Etapas de laboratorio en FIV/ICSI.
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2.2.1 Evaluacidén ovocitaria.

La valoracion de la calidad ovocitaria se realiza mediante la evaluacion de
aspectos morfologicos del ovocito previa realizacién de la ICSI y su correlacién con

el resultado del ciclo de tratamiento.
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Los ovocitos recuperados de pacientes sometidas a tratamiento de
estimulacién ovarica para realizar TRA, pueden encontrarse en diferentes etapas
del desarrollo meidtico. Sdlo los ovocitos que se encuentran en el estadio celular
de metafase Il (morfolégicamente se observa que ha extruido el primer corpusculo
polar) son utilizados para ICSI. En cambio, los ovocitos en fase celular metafase |
(morfolégicamente no se observa el primer corpusculo polar extruido) o profase |
(morfologicamente muestra una vesicula germinal) no pueden ser utilizados para
ICSI. Ademas, los ovocitos en metafase Il gigantes (diametro mayor a 200 um)
seran descartados para la ICSIl, ya que suelen resultar en fecundaciones

anomalas: diginia y triploidia (Balakier and Cadesky, 1997).

Los ovocitos en metafase Il de buena morfologia presentan un citoplasma
claro, con una granulosidad moderada, un pequeio espacio perivitelino, un

corpusculo polar intacto y una zona pelucida sin color.

Sin embargo, mas de la mitad de los ovocitos recuperados en un ciclo de
FIV/ICSI muestran por lo menos una anormalidad morfolégica. Estas
anormalidades se pueden subdividir en anormalidades citoplasmaticas o
extracitoplasmaticas. Las primeras incluyen granulosidad o decoloracién del
citoplasma, agregacion del reticulo endoplasmico liso, vacuolizacion y presencia
de incorporaciones en el citoplasma como cuerpos refringentes: cuerpos
necroticos o picnoticos. Reflejarian defectos intrinsecos del ovocito en detrimento
de su viabilidad. Las anormalidades extracitoplasmaticas incluyen irregularidades
en la forma del ovocito, espacio perivitelino aumentado, presencia de restos en el
espacio perivitelino, fragmentacion del primer corpusculo polar, asi como
consistencia anormal del oolema y de la zona pelucida. Algunos de estos defectos
se han asociado con una disminucion de la tasa de supervivencia del ovocito tras

la ICSI, pero no con la fecundacién y calidad embrionaria.

Serhal et al. (1997) y Loutradis et al. (1999) reportaron mayores tasas de
embarazo en pacientes con transferencia de embriones procedentes de ovocitos
normales frente a pacientes con transferencia de embriones procedentes de
ovocitos con anormalidades citoplasmaticas. Otros autores encontraron menores
tasas de embarazo a término en pacientes con ovocitos con citoplasma granuloso
(Kahraman et al., 2000).
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Actualmente, a excepcion de los megaovocitos, no se suele considerar la
calidad ovocitaria en la seleccion embrionaria, pues no todos los autores han
observado las comentadas asociaciones entre morfologia ovocitaria y embrionaria
(De Sutter et al., 1996).

2.2.2 Evaluacién del cigoto.

La valoracion del cigoto se realiza mediante la evaluacion de parametros
morfolégicos de los pronucleos masculino y femenino, asi como de sus
precursores nucleolares tras 16-18 horas post inseminacién mediante FIV o ICSI
(Figura 9).

Figura 9: Esquema de un cigoto.
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Los acontecimientos que se han podido observar en el ovocito tras una
fecundacion normal mediante ICSI se describen a continuacién. Tras realizar la
ICSI, el ovocito muestra “ondas” circulares de granulacién en el ooplasma con una
periodicidad de 20 a 53 minutos. Durante esta fase de granulacion la cromatina del
espermatozoide se descondensa. A continuacioén el segundo corpusculo polar es
extruido y el pronucleo masculino se forma en la zona central del ovocito. Acto
seguido se forma el pronucleo femenino que migra hacia la zona central del
ovocito para encontrarse con el pronucleo masculino. Ambos pronucleos aumentan
su tamafno y los precursores nucleolares se desplazan por el interior de cada

pronucleo para alinearse y quedar enfrentados.

Los pronucleos se clasifican en base a la simetria, posicion y localizacion de

los mismos y los precursores nucleolares se evaluan también en base al numero,
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simetria y localizacion. Otras caracteristicas observadas para la clasificacion del
cigoto son la morfologia y alineamiento de los corpusculos polares, la morfologia
del citoplasma (presencia vs. ausencia de halo citoplasmatico) y finalmente una
segunda evaluacion embrionaria a las 25-27 horas post-inseminacion para

constatar la presencia o ausencia de los pronucleos y/o la division temprana.

Sadowy et al. (1998) encontraron una fuerte correlacion entre mosaicismo
embrionario y cigoto con pronucleos de diferente tamafo. Por otro lado, diferentes
autores encuentran que el desarrollo del embrion en etapas tempranas puede
verse afectado cuando se produce asincronia en la formacion y polarizacién de los
precursores nucleolares (Van Blerkom, 1990; Tesarik and Greco, 1999; Scott et al.,
2000).

El alineamiento de los pronucleos y los corpusculos polares esta
relacionado con el eje polar de la primera division embrionaria, pudiendo
producirse anormalidades cromosémicas en el desarrollo embrionario si el

alineamiento es incorrecto (Garello et al., 1999).

La presencia de halo citoplasmatico se produce por la redistribucion de las
mitocondrias alrededor de los pronucleos, originando un anillo claro en la periferia
del ooplasma. Diferentes publicaciones concluyen que la presencia de halo es una
caracteristica positiva, siempre y cuando no sea excesiva (Payne et al.,, 1997;
Salumets et al., 2001; Zollner et al., 2002; Balaban and Urman, 2006). No
obstante, esta caracteristica corresponde a un proceso dinamico que puede no
observarse en el cigoto en el momento de su evaluacion, por lo que otros autores
no consideran que sea un parametro a tener en cuenta en la evaluacion del mismo
(Payne et al., 1997).

Los estudios que evaluan la division temprana a las 25-27 horas post-
inseminacion, intentan correlacionar este parametro con la morfologia embrionaria
en dia+2 y dia+3 (Lundin et al., 2001; Ciray et al., 2006), el desarrollo a blastocisto
(Neuber et al., 2003), la viabilidad embrionaria (Shoukir et al., 1997; Salumets et
al., 2003) y la tasa de implantacion (Rienzi et al., 2005; Ciray et al., 2006), pero sus

conclusiones son contradictorias.

Numerosos sistemas de gradacion pronuclear han sido propuestos (Scott
and Smith, 1998; Tesarik and Greco, 1999; Ludwig et al., 2000; Wittemer et al.,
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2000), pero actualmente no esta en uso ningun sistema estandarizado para la
gradacion del cigoto, ya que el desarrollo pronuclear es un proceso dinamico y
excluir un embrion basandose en una observacion puntual puede llevar a errores
(James et al., 2006). La seleccion embrionaria sera el resultado de la evaluacion

global del embrion, desde el estadio de cigoto hasta el dia de la transferencia.

2.2.3 Calidad embrionaria.

La valoracion morfologica del preembridén ha constituido tradicionalmente la
base de la determinacion de la calidad embrionaria. Para realizar esta valoracion,
el embridn se observa en el intervalo de 44-47 horas post inseminacién (dia+2) y

67- 71 post inseminacion (dia+3).

Los criterios mas utilizados para seleccionar el numero éptimo de embriones
a transferir y reducir la incidencia de embarazo multiple son: numero de células,
simetria celular, sincronia de division celular, porcentaje y tipo de fragmentacion

celular, visualizacién de nucleos y grado de multinucleacion.

NUumero de células y ritmo de division.

La cinética de divisidbn embrionaria hace referencia al numero de células que
se pueden observar en el embrion en sus diferentes estadios de desarrollo. Estos

valores esperados quedan reflejados en la Figura 10.

Figura 10: Cinética de division embrionaria esperada en FIV/ICSI.

Ovocito

Cigoto 16-18 horas post-inseminacion —— 2 pronucleos

Borrar pronucleos ——  20-23 horas post-inseminacibn —— ausencia de pronucleos
Division temprana ——  25-27 horas post-inseminacion —— 2 células iguales

dia+2 44-47 horas post-inseminacibn —— 4 células iguales
dia+3 67-71 horas post-inseminacion —— 8 células iguales
diat+4 94-98 horas post-inseminacion —— moérula

diat+5 112-120 horas post-inseminacién — bastocisto temprano
dia+6 136-140 horas post-inseminacién — blastocisto expandido

Fragmentacion citoplasmatica.

Es necesario evaluar el grado de fragmentacion, el tamafio y la distribucion
de los fragmentos. Respecto al grado de fragmentacion citoplasmatica, éste puede
oscilar entre 0 y 100%, no repercutiendo en la tasa de implantacion si es inferior al
20-25% (Ziebe et al., 1997; Van Royen et al., 1999; Alikani et al., 2000; Hardarson
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et al., 2001; Racowsky et al., 2003). En lo que respecta al tamafio y distribucion de
los fragmentos, son los de gran tamafo y los repartidos por todo el embridn los
que mayor influencia negativa tienen sobre la tasa de implantacién (Alikani and
Cohen, 1995; Alikani et al., 2000).

Simetria celular.

El tamafo de las blastdomeras también es un factor util para estudiar el
potencial de desarrollo e implantacion de los embriones (Hardarson et al., 2001).
Una divisién desigual origina blastémeras de diferente tamafio con distinta
distribucion del material genético, lo cual repercute negativamente en el potencial
de implantacion (Steer et al., 1992; Veeck, 1999; Van Blerkom et al., 2000; De
Placido et al., 2002; Hnida et al., 2004). Segun Hardarson et al. (2001), un
preembrion de 4 células con division asimétrica es aquel en el que la diferencia
entre el diametro de las blastdmeras mayor y menor supera el 20%. En la Figura
11 se muestra un esquema de un embridon que presenta asimetria entre sus

blastdbmeras.

Figura 11: Asimetria en la division celular embrionaria (Ardoy et al., 2008).

En la figura 11.A se muestra un embrion en el que existe una diferencia de
volumen del 20% entre sus blastomeras. Y en la figura 11.B se superponen 2

blastdmeras con una diferencia de tamano del 20%.

No obstante, a veces la asimetria entre blastobmeras puede ser normal, pues
se debe a una asincronia en la division celular. En la Figura 12 se muestra la
asimetria embrionaria que corresponde con asincronia en la division celular para
embriones en dia+2 y dia+3 (Roux et al., 1995; Holte et al., 2007).
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Figura 12: Embriones con asimetria entre sus blastomeras por asincronia en

la division celular.
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Es necesario saber distinguir una blastomera de un resto citoplasmatico.
Johansson et al. (2003) determin6é el didmetro normal de las blastomeras,
resultando de 65-70u en dia+2 y algo menor en dia+3 (55-60u). El didmetro limite
por debajo del cual consideraron resto citoplasmatico, ya que los “fragmentos”

analizados no mostraron material genético, fue 45u en dia+2 y 40 en dia+3.

Otro aspecto de la division celular que se puede evaluar en el embrién en
dia+2 es el plano de division de las blastémeras. El embrién presentara una
determinada disposicion de las blastomeras, en funcion de la orientacién de los

planos de division para pasar de 2 a 4 células (Figura 13).

Holte et al. (2007) encontraron mayores tasas de implantacion cuando los
planos de la segunda division son perpendiculares entre si, como se muestra en la
Figura 13.A. En la Figura 13.B y 13.C los planos de la segunda divisién celular son
paralelos entre si, y perpendiculares (13.B) o paralelos (13.C) al plano de la

primera division celular.
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Figura 13: Planos de division embrionaria.

Visualizacion de nucleos y grado de multinucleacion.

La multinucleacion cuando esta en una blastbmera se denomina
binucleaciéon cuando tiene dos nucleos o micronucleacion cuando tienen mas de 3
nucleos en una sola célula, cuando esta en mas de una blastbmera se denomina

multinucleacion (Meriano et al., 2004).

La presencia de dos 0 mas nucleos o de micronucleos en una célula tiene
una correlacion directa con el incremento en la tasa de anomalias cromosémicas
embrionarias (Hardarson et al., 2001). La presencia de blastomeras multinucleadas
implica bajo potencial de implantacién y aumento en la tasa de aborto (Jackson et
al., 1998; Pelinck et al., 1998; Van Royen et al., 2003; Meriano et al., 2004).

Sistemas de clasificacion en evaluacion embrionaria.

Numerosos sistemas de clasificacion embrionaria han sido propuestos
teniendo en cuenta diversos aspectos de los comentados anteriormente, con la
finalidad de seleccionar para la transferencia los embriones con mayor potencial de

implantacion (Cummins et al., 1986; Hill et al., 1989; Staessen et al., 1992; Steer et
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al., 1992; Giorgetti et al., 1995; Bras et al., 1996; Rijnders and Jansen, 1998;
Alikani et al., 1999; Antczak and Van Blerkom, 1999; Avery and Brinsden, 1999;
Veeck, 1999). Sin embargo, aunque existe cierto acuerdo sobre qué es un buen
preembrién y qué es un mal preembrion, la ausencia de criterios comunes afecta

tanto a los parametros a evaluar como a los puntos de corte entre categorias.

Con la intencion de unificar criterios de evaluacion embrionaria, la
Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccién (ASEBIR) ha
desarrollado un sistema de gradacién de la calidad embrionaria para las
transferencias en dia+2 y dia+3 de desarrollo embrionario (Ardoy et al., 2008). En
la Figura 14 y Figura 15 se muestran los esquemas de esta clasificacion
morfologica para transferencias en dia+2 y dia+3.

Figura 14: Calidad embrionaria en dia+2 segun ASEBIR (Ardoy et al., 2008).
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Figura 15: Calidad embrionaria en dia+3 segun ASEBIR (Ardoy et al., 2008).
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2.2.4 Lavado de semen.

La técnica de lavado de semen consiste en someter al semen a una doble
seleccion de espermatozoides: primero haciendo que atraviese por un gradiente de
varias densidades mediante centrifugacion y luego dejando que naden hacia arriba
los espermatozoides mdéviles, que son los que se utilizan para la inseminacion. Se
basa en el supuesto de la no presencia de particulas viricas en la fraccion de
espermatozoides moviles, por lo que al separarlos del resto de componentes del
semen, que si puede contener virus, se consigue lograr la fecundacion con menor

riesgo de contagio para la mujer y su descendencia.

Los primeros casos de gestacion conseguidos tras el lavado de semen en
parejas con enfermedades infecciosas transmisibles fueron reportados por
Semprini et al. (1992), que tras lavar 59 muestras de semen provenientes de 29
parejas serodiscordantes con hombre seropositivo y mujer seronegativa para VIH
consiguio 17 gestaciones en 15 mujeres, no se produjo ninguna seroconversion ni

horizontal ni vertical.

Las técnicas de gradiente de densidad y swim-up se utilizan habitualmente

en reproduccién humana para separar y seleccionar los espermatozoides moviles,
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que son los aptos para fecundacion. La novedad es, como ya hemos comentado
previamente, que en el lavado seminal para parejas con enfermedades infecciosas

se utilizan las dos técnicas conjuntamente.

Gradiente de densidad.

Consiste en formar diferentes capas de densidades variables. La capa de
mayor densidad estara en el fondo del tubo de centrifuga y sobre ésta se colocan
otras capas en densidad decreciente. EI numero de capas, la densidad y el
volumen de las mismas variaran dependiendo de los componentes de la muestra a
separar. Cuando se realiza la centrifugacion, cada componente celular comienza a
descender por el gradiente hasta que llega a la zona en la que la densidad de la
solucidén es igual a su propia densidad. La velocidad a la que sedimenta cada uno
de los componentes depende fundamentalmente de su tamafo y de su forma. Los
componentes de menor tamafo necesitan mayor fuerza de centrifugacién y mayor

tiempo para alcanzar la capa de su misma densidad (Gorus and Pipeleers, 1981).

Para conseguir la separacion de los espermatozoides se pone la muestra de
semen en la parte de arriba de un tubo de ensayo, donde se han preparado los
gradientes a diferentes porcentajes. Se suelen realizar dos o tres capas de

gradientes.

Para realizar los gradientes se utiliza una solucién que habitualmente es de
particulas coloidales de silice. Existen diferentes productos para realizar los

gradientes: SpermGrad, PureSperm, etc.

Se centrifuga a una velocidad y tiempo que varian segun los diferentes
estudios, oscilando entre los 300-400 g durante 20-30 minutos. Después de la
centrifugacion, los espermatozoides moéviles se localizaran en la capa de mayor
densidad, es decir, al fondo el tubo. Para recuperarlo se debe tener cuidado de
que no se contamine con las otras capas superiores donde pueden estar presentes
las particulas virales. El botén celular obtenido tras ser lavado en un medio de
cultivo de espermatozoides una o dos veces, es recuperado y sometido a la

técnica de swim-up.
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Swim-up estandar.

Esta técnica se basa en una seleccion de los espermatozoides por su
movilidad. El botén celular recuperado del gradiente de densidad, se coloca en un
tubo estéril al que se le anade cuidadosamente medio de cultivo, luego se coloca
inclinado 45° en la incubadora a 37°C de temperatura y 6,3% de CO, durante 45
minutos. Transcurrido este tiempo, se recoge el sobrenadante donde estaran los

espermatozoides moviles, que habran nadado desde el botén celular.

La muestra de espermatozoides obtenida se divide en varias partes: una
parte se usa para la valoracion de la muestra mediante recuento y movilidad
espermatica, otra para la determinacion viral mediante PCR y una ultima fraccion
sera utilizada para reproduccion asistida, siempre y cuando la PCR haya sido

negativa.

2.2.4.1 Deteccion del virus en la muestra lavada.

La deteccion del virus en la muestra obtenida tras el lavado se realiza
mediante PCR. Esta técnica consiste en amplificar enzimaticamente secuencias

especificas del material genético a estudiar.

La negatividad de la prueba de deteccion de virus tras el lavado de la
muestra, no permite excluir con total certeza la presencia de virus, cuya
concentracion en la muestra podria ser inferior al umbral de sensibilidad de la
técnica. No obstante, no se ha descrito hasta la actualidad ningun caso de
contagio, ni en las mujeres tratadas con este tipo de semen ni en los recién
nacidos obtenidos, lo que nos sugiere que no es imprescindible realizar técnicas
de deteccion de virus mas complejas como la nested-PCR, que detecta hasta una

copia del virus (Meseguer et al., 2002).

Diversos trabajos han puesto de manifiesto una alta variabilidad en los
resultados de los test de deteccion de VIH en liquido seminal entre distintos
laboratorios (Fiscus et al., 2000) y VHC (Bourlet et al., 2003), por lo que se ha
propuesto la necesidad de desarrollar programas de control de calidad externo
entre laboratorios que realicen estas técnicas (Bourlet et al., 2003; van Leeuwen et
al., 2007).
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3. Opciones reproductivas en parejas con EIT.

Ante parejas con enfermedades infecciosas transmisibles, el consejo
reproductivo integral y riguroso es prioritario, asumiendo que la reproduccién

asistida no siempre es la via mas idoénea.
3.1 Reproduccidén natural.

La reproduccion natural (RN) deberia ser la primera opcion a valorar, en
funcién del estado serologico de la pareja, estado de la infeccion en el miembro

seropositivo y del estudio basico de esterilidad.

En casos de varones con hepatitis la pareja debe recibir la informacién
adecuada, ya comentada en secciones anteriores, para de esta forma poder tomar
una decision informada, tal como propone la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva (ASRM, 2008).

Consideracion aparte merece esta opcion en parejas con VIH. Se ha
estimado que aproximadamente el 20-45% las parejas con serodiscordantes para
VIH tienen relaciones con deseos reproductivos, es decir, sin proteccion mediante
métodos de barrera (Buchacz et al., 2001; Kalichman et al., 2002; Klein et al.,
2003), lo que no deja de ser sorprendente si se considera que en la mayoria de los
casos el riesgo de transmision no se ha evaluado previamente (van Leeuwen et al.,
2008a). Partiendo de esta realidad epidemiolégica y de datos que demuestran que
la transmision heterosexual depende de la carga viral en sangre periférica y parece
nula por debajo de 1500 copias/mL (Quinn et al., 2000), algunos grupos han
iniciado estudios en parejas con vardon seropositivo para VIH con deseos
reproductivos recomendando reproduccion natural en pacientes escogidos. En
Espafia, un estudio realizado en 40 parejas con varones con anticuerpos anti-VIH
positivos en tratamiento con terapia antirretroviral de alta actividad y menos de 50
copias ARN-VIH/mL al menos durante 6 meses, ha registrado mas de 50
gestaciones sin seroconversiones en sus parejas seronegativas, recomendando a
las parejas mantener relaciones no protegidas solo en dias alternativos y en el

periodo préximo a la ovulacion (Barreiro et al., 2006a).

Estos resultados deben ser valorados con cautela y reafirmados por

estudios mas extensos antes de generalizar dicha practica, tal como los propios

Irene Molina Gonzdlez



72 Introduccion

autores recomiendan (Barreiro et al., 2006b). En este sentido, un informe de la
Comision Federal del SIDA de Suiza (Vernazza et al.,, 2008) sefala que la
transmision sexual del VIH se puede asumir nula en varones seropositivos para
VIH que cumplan las siguientes condiciones: carga viral sérica indetectable en los
ultimos 6 meses, adherencia total a la terapia antirretroviral y ausencia de
enfermedades de transmisién sexual. No obstante, la OMS y ONUSIDA (2008)
respondieron a dicho informe, desaconsejando en estos pacientes las relaciones
sexuales sin preservativo. En el mismo sentido se ha pronunciado la Sociedad
Americana de Medicina Reproductiva (ASRM, 2008).

La oposicion a la reproduccién natural en determinados varones
seropositivos para VIH se sustenta por los hallazgos de Dornadula et al., (1999)
que detectan la presencia de VIH en semen en varones con anticuerpos anti-VIH y
menos de 50 copias/mL en suero. En el aparato genital, al igual que en el sistema
nervioso central, distintos factores locales pueden afectar a la infeccién por VIH.
Entre estos factores estarian la coinfeccién con otros patégenos de transmision
sexual, que pueden provocar condiciones inflamatorias que conlleven una mayor
replicaciéon del VIH (p. ej. Citomegalovirus) (Speck et al., 1999; Xu et al., 2005) o
que algunos antirretrovirales no puedan alcanzar determinadas regiones del tracto

genital masculino (Solas et al., 2003).

Para adoptar decisiones aplicando criterios de medicina basada en la
evidencia deberiamos usar como medida de efecto el NNH (numero de pacientes
que se necesita tratar para prevenir un efecto adverso), que proporciona una
medida de efecto facilmente relacionable con la relacién coste/eficacia. Debemos
recordar que el riesgo de transmision sexual de VIH de varén a mujer por coito en
parejas estables es de 0,001 y que en parejas con baja carga viral este riesgo es
diez veces menor (Gray et al., 2001). Si las parejas tratadas con técnicas de
reproduccion asistida son precisamente aquéllas con baja o nula carga viral,
demostrar que el riesgo de contaminacién utilizando lavado seminal es menor que
con relaciones naturales requeriria un estudio sobre 3000 casos, y para un riesgo
de 0,0001 se necesitarian 30.000 casos (Englert et al., 2004). La casuistica mas
completa publicada hasta el momento asciende a unos 4000 ciclos (Bujan et al.,
2007a), que representan una cifra muy lejana de los 30.000 casos comentados. No
existe evidencia cientifica de calidad que demuestre la utilidad del lavado seminal,

y sera dificil obtenerla, ya que, considerando el actual estado de la practica clinica,
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parece poco probable que se emprendan ensayos clinicos con metodologia

adecuada para generar la evidencia necesaria (Englert et al., 2004).

El Panel Espafol de Estudio de Parejas VIH-discordantes (Labarga et al.,

2007) desaconseja el embarazo en mujeres seropositivas para VIH con:
e Proceso oportunista activo (SIDA).

e Complicaciones relacionadas con la infeccién por VIH (procesos
autoinmunitarios, toxicidad por antirretrovirales, enfermedades de

transmision sexual, etc.).
¢ Recuento de linfocitos CD4 < 200 células/uL.

e ARN-VIH plasmatico detectable (> 50 copias/mL) en los 3-6 meses

previos.

e Mala tolerabilidad o adherencia a los antirretrovirales,

independientemente de la carga del VIH.

En mujeres VIH positivas con deseos reproductivos y que no presenten las
circunstancias enumeradas, puede recomendarse autoinseminaciones, tal como
establece el Panel Espafiol de Estudio de Parejas VIH-discordantes (Labarga et
al., 2007).

3.1.1. Profilaxis pre-exposicion.

En el caso de parejas seropositivas para VIH con buena adherencia al
tratamiento con TARGA, estudios recientes han unido reproduccion natural con
coito programado y profilaxis pre-exposicion (PREP) (Matthews et al., 2010). Ya
que la TARGA ha eliminado virtualmente el riesgo de transmision sexual (Vernazza
et al., 2008), la PREP se plantea como una opcidén para reducir aun mas este
posible riesgo. Vernazza et al. (2011) ha descrito en parejas serodiscordantes con
varon seropositivo para VIH, mayores tasas de gestacion con PREP que mediante

inseminacion intrauterina.
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3.2 Autoinseminacion.

Se trata de una opcion “intermedia” entre la RN y las TRA en aquellas
parejas con vardon sano y mujer seropositiva para VIH, VHC y/o VHB. Esta técnica
es realizada por las parejas sin necesidad de intervencion médica, s6lo con unas
recomendaciones e instrucciones que le son dadas a las parejas (Rivero et al.,
20009).

Se han descrito 7 gestaciones en 12 mujeres seropositivas para VIH que
estuvieron realizando autoinseminaciones mensuales en ciclos naturales, con una

tasa de gestacion del 7% por intento (Savasi et al., 2001).
3.3 Reproduccién Asistida.

Las TRA (detalladas en la seccién 2.2) ademas de utilizarse como
tratamiento para parejas con problemas de fertilidad tienen la indicacion de
satisfacer los deseos reproductivos de parejas con enfermedades infecciosas
transmisibles para reducir al minimo el riesgo de contagio del otro miembro de la

pareja o de la descendencia, tal y como hemos comentado anteriormente.

Una vez que la pareja ha optado por reproduccién asistida, debemos decidir
si realizar inseminaciones intrauterinas o FIV/ICSI. La mayoria de autores creen
que la IAC es una técnica segura, siempre que se haya comprobado la ausencia
de virus en el semen lavado (Marina et al., 1998a; Bujan et al., 2004b). Solo tendra
sentido hacer siempre ICSI en el caso de tener que criopreservar la muestra, en
espera del resultado de estudio virico del semen lavado, ya que la congelacion
afectara negativamente la calidad seminal, probablemente ya deteriorada por los

varios lavados a los que se ha visto sometida.

Los resultados obtenidos al aplicar TRA a parejas con algun miembro con

alguna EIT han sido comentados en los apartados 1.1.5.4, 1.2.5.4y 1.3.5.4.
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4. Atencion a los deseos reproductivos en nuestro
medio.

Como hemos comentado, las opciones reproductivas en estas parejas son
varias, dependiendo estas de factores relacionados con la EIT y con las
caracteristicas clinicas de la pareja (edad, causas asociadas de esterilidad, etc.).
La mayoria de Sociedades Cientificas considera adecuada la atencion a los
deseos reproductivos de parejas con EIT (CDC, 2001; Shenfield et al., 2004; ;
FIGO, 2006; Matorras and Hernandez, 2007; ASRM, 2008). En lo que discrepan
es en el abordaje terapéutico. A modo de ejemplo, en la Tabla 11, Tabla 12 y Tabla
13 se presentan las recomendaciones de la Sociedad Espariola de Fertilidad (SEF)
sobre este tema (SEF, 2011).

Tabla 11: Orientacion del tratamiento a parejas con infeccion por VIH (SEF,
2011).

Carga viral (CV) sérica

Negativa (paciente controlado) Positiva

Reproduccién asistida con lavado

3 Relaciones naturales en dias : o
Varon Ac AL seminal y determinacion CV
VIH+ alternos feértiles .

posterior.

Muijer Ac Autoinseminacion o relaciones ~~ Desaconsejar embarazo y evaluar
VIH+ naturales en dias alternos fértiles  estado viral e inmunoldgico.
Ambos Ac Ambos CV sérica negativa: Ambos CV sérica positiva:
VIH+ Autoinseminacion desaconsejar embarazo.

'Recomendacion basada en consenso de expertos por ausencia de

evidencia derivada de estudios de intervencion.
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Tabla 12: Orientacion del tratamiento a parejas con infeccién por VHC (SEF,
2011).

Carga viral sérica

Negativa

(repetida) Positiva
Opcién informada:
. = <10° copias/mL: relaciones sexuales
) Relaciones dirigidas
= >10° copias/mL: Reproduccion asistida con
lavado con/sin necesidad de detectar CV
postlavado®.
Opcidén informada:
Mujer Ac VHC+ Relaciones  « <10° copias/mL: relaciones sexuales
naturales dirigidas.
= >10° copias/mL’ Desaconsejar embarazo.
Ambos CV sérica positiva:
= Ambos <10° copias/mL: relaciones sexuales
~Ambos CV dirigidas.

Ambos Ac VHC+  Sericanegativa:  « varen >10° copias/mL: Reproduccion
relaciones asistida con lavado con/sin necesidad de
naturales detectar CV postlavado*.

= Mujer >10° copias/mL’ Desaconsejar
embarazo.

Recomendacion basada en consenso de expertos por ausencia de

evidencia derivada de estudios de intervencion.
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Tabla 13: Orientacion del tratamiento a parejas con infeccion por VHB (SEF,
2011).

CV serica
negativa CV serica positiva
repetida
= Mujer Ac antiHBs+: Relaciones naturales.
= Mujer Ac antiHBs-: Vacunar.
Varén AgHBs+ Relaciones = Mujer antiHBs- por fallo vacunacién:
naturales Reproduccién asistida con lavado seminal y
deteccion carga viral.
= Varon Ac antiHBs+: Relaciones naturales.
= Varon Ac antiHBs-: Vacunar.
. Relaciones * Varon Ac antiHBs- por fallo vacunacion:
Mujer AgHBs+ naturales Autoinseminacion.
= Mujer >10%° copias/mL: Desaconsejar
embarazo .
Ambos CV sérica positiva :
= Ambos <10®  copias/mL: relaciones
Ambos CV naturales.
Ambos AgHBs + serica negativa:  « varén >10° copias/mL: Reproduccién
Relaciones asistida con lavado seminal y deteccion
naturales carga viral.

= Mujer >10%° copias/mL’ Desaconsejar
embarazo.

Recomendacion basada en consenso de expertos por ausencia de

evidencia derivada de estudios de intervencion.

La falta de un criterio homogéneo ha llevado al Servicio Andaluz de Salud
(SAS) a la elaboracion de unos protocolos especificos para atender a estas
parejas, incluidos en la Guia de Reproduccion Asistida del SAS (Albusac et al.,
2006) y en el Proceso Asistencial Integrado VIH/SIDA (Rivero et al., 2009). Se
describen en la Tabla 14, Tabla 15y Tabla 16.
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Tabla 14: Procedimiento general del SAS en pacientes con infeccion por VIH
(Albusac et al., 2006; Rivero et al., 2009).

Carga viral sérica

Negativa (paciente controlado)

Positiva

Varon Ac
VIH+

Mujer Ac
VIH+

Ambos Ac
VIH+

Reproduccién asistida con lavado
seminal y determinacion CV
posterior.

Reproduccion asistida con lavado
seminal y determinacion CV
posterior (mujer CD4 > 200/mm?).

Ambos CV sérica negativa:
Reproduccion asistida con lavado
seminal y determinacion CV
posterior (mujer CD4 > 200/mm?).

Reproduccién asistida con lavado
seminal y determinacion CV
posterior.

Desaconsejar embarazo y evaluar

estado viral e inmunolégico.

Ambos CV sérica positiva:
desaconsejar embarazo.

Tabla 15: Procedimiento general del SAS en pacientes con infeccion por VHC
(Albusac et al., 2006).

Carga viral sérica

Negativa (repetida)

Positiva

Varén Ac
VHC+

Mujer Ac VHC+

Ambos Ac
VHC+

Relaciones
naturales

Relaciones
naturales

Reproduccién asistida con lavado con/sin
necesidad de detectar CV postlavado.

= <10° copias/mL: Reproduccion asistida.
= >10° copias/mL’ Desaconsejar embarazo.

Ambos CV sérica positiva:

Ambos CV sérica
negativa: relaciones
naturales

= Muijer <10° copias/mL: Reproduccién asistida
con lavado con/sin necesidad de detectar CV
postlavado.

= Mujer >10° copias/mL’ Desaconsejar

embarazo.
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Tabla 16: Procedimiento general del SAS en pacientes con infeccion por VHB

(Albusac et al., 2006).

CV serica
negativa
repetida

CV serica positiva

Varén AgHBs+ Relaciones
naturales

Relaciones

Mujer AgHBs+ naturales

Ambos CV

Ambos AgHBs + Relaciones

naturales

sérica negativa:

Mujer Ac antiHBs+: Relaciones naturales.
Mujer Ac antiHBs-: Vacunar.

Mujer antiHBs- por fallo vacunacion:
Reproduccién asistida con lavado seminal y
deteccion carga viral.

Varon Ac antiHBs+: Relaciones naturales.
Varéon Ac antiHBs-: Vacunar.

Varén Ac antiHBs- por fallo vacunacion:
Reproduccioén asistida.

Mujer >10° copias/mL: Desaconsejar
embarazo.

Ambos CV sérica positiva:

» Mujer <10° copias/mL: Reproduccion

asistida con lavado seminal y deteccion
carga viral.

= Mujer >10° copias/mL’ Desaconsejar

embarazo.
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Como hemos visto en la Introduccion, los cambios en las expectativas de
vida en pacientes con VIH, han hecho que exista una creciente demanda de
consejo reproductivo por estas parejas. Ademas, debido a la elevada prevalencia
de hepatitis en nuestro medio, es relativamente frecuente la presencia de estas

parejas en las Unidades de Reproduccion.

Por todo lo anterior en este estudio nos proponemos analizar diferentes
aspectos sobre la atencion a los deseos reproductivos de parejas con

enfermedades infecciosas transmisibles (VIH, Hepatitis C, Hepatitis B):

1. Analizar las opciones reproductivas escogidas y riesgos asumidos

por parejas con algun miembro seropositivo para VIH.

2. Determinar la eficacia de la reproduccién natural y de las técnicas de
reproduccién asistida en parejas con enfermedades infecciosas
transmisibles, asi como la accesibilidad en nuestro medio a las

técnicas de reproduccion asistida.

3. Determinar la eficacia de las técnicas de cuantificacion de VIH en

semen.
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1. Opciones reproductivas escogidas por parejas con al
menos un miembro positivo para VIH.

Se disefid un estudio no experimental descriptivo de sentido retrospectivo
para determinar las opciones reproductivas escogidas en parejas con al menos un
miembro positivo para VIH. Se incluyeron parejas que acudieron regularmente a la
consulta en la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Servicio de Medicina
Interna del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada para su
seguimiento, y que manifestaron deseos de reproduccion, entre enero de 2004 y
diciembre de 2009 y las que sin manifestar previamente estos deseos llegaron a

consulta con la mujer embarazada en este periodo.

En estas parejas se analizd: la opcidn reproductiva (reproduccién natural o
técnicas de reproduccion asistida) y su evoluciéon (se conseguia o no gestacion, y
en este ultimo caso se analizé si se cambiaba la opcion reproductiva elegida

inicialmente).
1.1 Caracteristicas sociodemograficas y habitos toxicos.

Las variables comparadas en los dos grupos de parejas (reproduccién
natural o reproduccién asistida) fueron: edad de ambos miembros de la pareja,
miembro de la pareja seropositivo para VIH, seropositividad o coinfeccién con VHC
y/o VHB, habitos toxicos (consumo de tabaco, abuso de alcohol, consumo de
drogas inyectadas o0 no inyectadas en el pasado y actualmente) y tratamiento
sustitutivo con morficos. Estas dos ultimas variables sélo se estudiaron en

pacientes positivos para VIH.
1.2 Caracteristicas de la infeccion VIH.

Se analizaron en los dos grupos de parejas (reproduccion natural o
reproduccion asistida) los datos epidemioldgicos referentes a la infeccién del VIH:
tiempo desde el que el/la paciente conocia que era seropositivo al VIH, via de
contagio de la enfermedad, carga viral basal cuando se diagnostico el VIH y CD4
Nadir.
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2. Asuncion de riesgos en parejas con varon
seropositivo para VIH que demandan atencidon
reproductiva.

Para este objetivo, se disefid un estudio no experimental analitico de casos
y controles, en el que se analizé el riesgo que son capaces de asumir las parejas
con varoén positivo para VIH. Se incluyeron las parejas que acudieron a la Unidad
de Reproduccién del Hospital Universitario Virgen de las Nieves entre marzo de
2010 y septiembre de 2011 demandando atencién reproductiva y que aceptaron
responder a una encuesta previamente explicada a la pareja (tiempo total medio

de explicacion y contestacion de la encuesta: 10 minutos).

Durante la primera visita a la Unidad de Reproduccioén, tras completar la
historia médica de la pareja, fueron informados de las opciones reproductivas.
Dentro de la informacion que se les dio a los pacientes, se incluyé los factores de
riesgo que influyen en la transmisién horizontal y vertical, tanto por TRA como por
RN (Del Romero et al., 2004; Del Romero et al., 2010). Al final de esta visita se les
propuso realizar un encuesta, basada en la disefiada por van Leeuwen et al.
(2008a), en la que se les preguntaba a ambos miembros de la pareja el riesgo
maximo de transmision horizontal que eran capaces de asumir, tanto por TRA
como por RN, a partir del cual no aceptarian las TRA o no mantendrian relaciones
naturales. Los posibles riesgos maximos de transmisién expuestos a la pareja
fueron: 0; 0,5; 1; 3; 5y 10 %. Para facilitar la compresién de la informacién
probabilistica, ésta se le mostrd a la pareja de tres formas diferentes: una figura
que representaba mediante imagenes en color la probabilidad de transmisién

(Edwards et al., 2002), como porcentaje y como frecuencia (Figura 16).

Los resultados obtenidos en el grupo anterior se compararon con los
obtenidos en el grupo control de parejas seronegativas a EIT que acudieron a la
consulta de la Unidad de Reproduccién del Hospital Universitario Virgen de las
Nieves. Las parejas de este grupo control fueron escogidas por el grupo
investigador de entre las parejas con caracteristicas clinicas similares (+ 2 afios de
edad, igual numero de abortos e hijos previos y + 2 afos de esterilidad), que
acudieron a la Unidad de Reproduccion la misma semana que se le realizo la

encuesta a una pareja con varon seropositivo para VIH.
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Figura 16: Riesgo de transmision horizontal sobre mil personas, el paciente
gue no se infectan aparece en blanco y de gris el que se infecta tras
someterse a TRA o mantener RN.

Riesgo de transmision: 0,5% 5/1000
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3. Reproduccion natural en parejas con VIH.

Se realizé un estudio no experimental analitico de casos y controles en el
que se incluyeron las parejas con al menos un miembro positivo para VIH que
acudieron regularmente a consulta en la Unidad de Enfermedades Infecciosas del
Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de
Granada para su seguimiento, y que manifestaron su deseo de reproduccion
mediante reproduccion natural entre enero de 2004 y diciembre de 2009, o las que
sin manifestar previamente este deseo, llegaron a la consulta con la mujer

embarazada mediante RN en esta fecha.
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3.1 Caracteristicas de la infecciéon VIH.

Se recogieron los datos sobre el estado del VIH del paciente en la revision
mas proxima a la concepcion: la carga viral y el recuento de linfocitos CD4.
También se tuvo en cuenta si el paciente habia sido diagnosticado en algun
momento de Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y si tomaba o no
tratamiento. Se considerd que el paciente estaba en tratamiento cuando tomaba
terapia combinada de alta actividad antirretroviral, y se considero que no estaba
recibiendo cuando no existia una buena adherencia al tratamiento (se les habia
indicado tratamiento pero no lo cumplian correctamente o lo tomaba de forma
intermitente) o no se les habia indicado. Sélo se tuvo en cuenta el tratamiento

cuando habia sido tomado durante al menos 3 meses seguidos.

En las parejas que tuvieron mas de una gestacion, se recogieron los
siguientes datos para cada gestacion: recuento de carga viral y recuento de
linfocitos CD4 que habia tenido el/ la paciente seropositivo para VIH en la revision

mas préoxima a la concepciodn y si estaba en tratamiento.
3.2 Resultados obstétricos y neonatales de los partos.

En primer lugar se describe la evolucion de las gestaciones (aborto y tipo,
término). En segundo lugar se compararon los resultados obstétricos y neonatales
de los partos en parejas con al menos un miembro positivo para VIH con los de
grupo control. Para configurar esta poblacion, el equipo investigador selecciono el
parto mas proximo que hubiera ocurrido ese mismo dia en el Hospital Materno

Infantil de una mujer seronegativa, siendo la diferencia de edad (£2 afos).

Cuando las gestaciones fueron evolutivas se analizaron las siguientes
variables obstétricas: abortos e hijos previos de la mujer, rotura de la bolsa
amnidtica, si se realizd cardiotocografia durante el parto, presentacién del feto, si
durante el comienzo o al final del parto fue necesario oxitocina, operatoria vaginal
o si se realiz6 cesarea, asi como la indicacion de estos procedimientos. También

se incluyd si se administré anestesia a la mujer y de qué tipo.

En el recién nacido se estudidé: peso, sexo, dias de gestacion, percentil,

Apgar al primer minuto y Apgar a los 5 minutos, presencia de estreptococo grupo
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B, examen de sangre fetal, color del liquido amnidtico y cual fue el destino del

recién nacido tras el parto.

Se compard, por un lado, los embarazos de mujeres que eran positivas para
VIH con sus controles, y por otro lado, los embarazos en los que al menos uno de
los miembros de la pareja era positivo para VIH (independiente de si era la mujer o

el hombre), frente a su grupo control.

4. Tecnicas de Reproduccion Asistida en parejas
seropositivas para VIH, VHC y/o VHB en el Sistema
Sanitario Publico de Andalucia (SSPA).

Se analizaron parejas con hombre seropositivo para VIH, VHC o VHB que
se sometieron a un tratamiento de reproduccién asistida en la Unidad de

Reproduccién del Hospital Universitario Virgen de las Nieves.

Para ser incluidas, las parejas debian firmar un consentimiento informado
donde se comprometian a la utilizacién sistematica de preservativos en los cuatro
meses previos a la aplicacién de la técnica de reproduccion y a no mantener
relaciones sexuales desde el mes anterior al inicio de la técnica de reproduccion

asistida hasta un mes posterior a la finalizacién de esta.

El miembro seropositivo de la pareja debia estar bajo seguimiento por un
médico especialista en enfermedades infecciosas y proveer un informe médico
donde se especificase un estudio seroldgico reciente, recuento de linfocitos CD4 y
carga viral con antigiedad maxima de 4 meses, tratamiento recibido y evolucion de
la enfermedad durante los ultimos 12 meses, y en su caso, la presencia de

infecciones oportunistas o complicaciones graves asociadas a la infeccion por VIH.

Para incluir a mujeres VIH-seropositivas era necesario que tuvieran carga
viral indetectable y recuento de células CD4 >200 células/mm?®. Las mujeres

seronegativas debian proveer un estudio seroldgico reciente y carga viral para VIH.

Las mujeres seronegativas para VHB, cuyos varones eran positivos para
VHB eran vacunadas y si no conseguia desarrollar inmunidad, el semen de su
pareja era lavado y analizado la presencia de carga viral, previamente a su

utilizacion. Las parejas tenian que esperar una media de 2 afios para poder ser
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tratadas (tiempo medio de lista de espera en HUVN). Cada pareja tenia un maximo
de dos intentos (dos ciclos con transferencia embrionaria) para quedar gestante,
segun establece la guia de reproduccion asistida de Servicio Andaluz de Salud
(SAS) (Albusac et al., 2006).

El estudio basico de esterilidad consistio en: anamnesis, evaluacion fisica
general y ginecoldgica, ecografia vaginal de utero y anejos, toma de muestra
vaginal y cervical para cultivos bacterioldgicos y/o evaluacion microscopica de la
secrecion vaginal. También se hizo determinacion de hormonas basales en sangre
el dia 3 del ciclo. Los hombres fueron evaluados mediante analisis seminal segun
las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 1999).
El laboratorio de TRA utilizado para todos los procedimientos estaba separado del

laboratorio utilizado para el resto de parejas seronegativas para VIH, VHC y VHB.

Para poder iniciar las TRA los pacientes con VHC y/o VHB que estaban
siguiendo tratamiento con ribavirina debian tener un periodo de aclaramiento

previo de al menos 6 meses.

4.1 Andlisis de la demanda.

4.1.1 Demanda observada.

Se analizé mediante un estudio no experimental descriptivo con un sentido
retrospectivo, el total de parejas solicitantes de TRA en la Unidad de Reproduccion
del Hospital Universitario Virgen de las Nieves, las parejas incluidas y las no
incluidas, asi como el motivo de exclusion entre noviembre de 2005 y diciembre de
2009, segun los criterios de inclusion detallados en la Guia del SAS (Albusac et al.,
2006).

Se estudid también el porcentaje de ciclos de Reproduccién Asistida
realizados a parejas con varones seropositivos para VIH, VHC y/o VHB en la
Unidad de Reproduccion del HUVN (Centro de referencia del SSPA para el
tratamiento de estas parejas), respecto al total de ciclos realizados en el SSPA
(dato facilitado por el Servicio de Cartera de Servicios de la Direccion General de
Asistencia Sanitaria de la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia).
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4.1.2 Demanda tedrica.

Se realizaron dos estimaciones de la demanda que debia haber tenido
nuestro centro en este tiempo, una se realizé a partir de la poblacion general de

Andalucia, y la otra a partir de la poblacion estéril de esta misma comunidad.

Para estimar en nuestra region, a partir de la poblacion general, la demanda
teérica de atencidon a sus deseos reproductivos de parejas con varones VIH
positivos se tuvo en cuenta: numero de varones en edad reproductiva (1,3 millones
en 2008) (Instituto de Estadistica y Cartografia de Andalucia, 2009), prevalencia de
VIH en varones de esa edad (0,42%) (Castilla, 2001) y la mediana del porcentaje
de estas parejas que tienen deseos reproductivos (17,5%) (Chen et al., 2001;
Panozzo et al., 2003; Frodsham et al., 2006; Heard et al., 2007). Para estimar la
demanda tedrica en caso de VHC y VHB, tuvimos en cuenta: la prevalencia de
estas infecciones, 1,9% para VHC (Riestra et al., 2001) y 0,9% para VHB (Salleras
et al., 2007) y porcentaje de parejas con deseos reproductivos (80%) (Instituto
Nacional de Estadistica, 2004).

Para estimar en nuestra region, a partir del nimero de parejas subfértiles, la
demanda teorica de parejas con varon infectado por VIH, VHC y VHB que
deberian ser tratadas en nuestra Unidad se tuvo en cuenta: numero de habitantes
en Andalucia (8,2 millones), nimero de parejas estériles por cada millén de
habitantes (1200 parejas) (Thonneau et al., 1991), el porcentaje de parejas
estériles que buscan atenciéon sanitaria (50%)(ESHRE Capri Workshop Group,
2001), la prevalencia de estas enfermedades en nuestro medio para varones en
edad reproductiva. El numero obtenido se ajusto por la mediana del porcentaje de
estas parejas que tienen deseos reproductivos (17,5% en el caso de varén VIH
positivo y 80% para las parejas con varon con hepatitis B y/o C), comentado

anteriormente.

4.1.3 Variables que influyen en la demanda.

Las variables que influyen en la demanda, que se analizaran de forma
univariante, fueron: inmigracion y distancia a nuestro centro desde otras provincias
de Andalucia. Para el analisis de la accesibilidad de la poblacion inmigrante a este
tratamiento se comparo el porcentaje de inmigrantes en los varones seropositivos
en Espafia para VIH, VHC y/o VHB: 12 % para VIH (Castilla and Guevara, 2009), 3
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% para VHC y 20 % para VHB (European Centre for Disease Prevention and
Control, 2010) y el porcentaje de inmigrantes observado en las parejas con varon

con EIT que acudieron a la Unidad de Reproduccion del HUVN.

También se estudid la influencia que podia tener residir lejos de nuestro
centro (> 200 km) sobre la demanda observada (numero ciclos realizados en

nuestro centro).

4.2 Calidad seminal y resultados de lavado de semen en

varones con EIT.

Se disefid un estudio no experimental analitico de casos y controles, en el
que se analizaron muestras de semen de varones con virus de la
inmunodeficiencia humana, virus de la hepatitis C y/o virus de la hepatitis B que
acudieron a la Unidad de Reproducciéon de HUVN, entre noviembre de 2005 y
mayo de 2011 y sus resultados se compararon con los obtenidos en muestras de

semen de un grupo control.

La poblacién control consisti6 en hombres seronegativos para VIH, VHC y
VHB de parejas estériles que habian acudido a nuestro centro por problemas de
esterilidad femeninos (factor endocrino, endometriosis, sindrome de ovarico
poliquistico, factor ovarico o factor tubarico), la edad de estas parejas debia ser +2
afnos de la edad media del otro grupo. Estas muestras de semen no fueron lavadas
mediante gradiente de densidad y posterior swim-up, solo fueron procesadas

mediante swim-up (ver seccién 4.2.3).

Las variables analizadas fueron: edad del vardn, estado seroldgico, carga
viral, recuento de linfocitos CD4 en caso de VIH, tratamiento antirretroviral, habitos
téxicos (consumo de tabaco, consumo de alcohol), estacion del afio en la que se

recogio la muestra de semen y dias de abstinencia sexual.

En los casos en los que el hombre era positivo para VHB y la mujer no
presentaba inmunizacién para este virus tras vacunacién, el semen de su pareja
era lavado mediante gradiente de densidad y swim-up, y la carga viral

determinada.
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4.2.1 Anélisis de semen.

Todas las muestras de semen fueron manejadas y evaluadas siguiendo las
recomendaciones de la OMS (WHO, 1999). El manejo de las muestras de semen

de varones con EIT fue realizado en una cabina de seguridad biolégica Clase II.

La concentracion seminal fue determinada usando un hemocitometro
Neubauer Improved, pipeta de desplazamiento positivo y contaje por duplicado.
Para la evaluacion de la movilidad, el campo microscopico fue escaneado
sistematicamente y la motilidad de cada espermatozoide fue clasificada en a, b, c o
d en funcién de si mostraba motilidad: (a) progresiva rapida, (b) progresiva lenta,
(c) no progresiva (<5 um/s) y (d) inmoéviles. Se contaron al menos 200
espermatozoides en dos preparaciones. Para la evaluacion morfolégica se
realizaron extensiones seminales que fueron tefidas mediante la tincion rapida

Diff-Quick. Se contaron 200 espermatozoides en 2 extensiones.

4.2.2 Lavado de semen y deteccidon de carga viral.

El protocolo de lavado de semen esta basado en la publicacion inicial de
Semprini et al. (1992). La muestra de semen fue procesada mediante la técnica de
gradiente de densidad 80%-40% (PureSperm 100 y PureSperm Buffer, Nidacon,
ModlIndal Sweden), cada capa de 1 mL. El semen era pipeteado directamente
encima de la capa superior. Tras centrifugacién (20 min a 300 g) se eliminaron los
restos de plasma, semen y los gradientes de densidad, a continuacién se recogio
el botdn celular con un nueva pipeta. Este botén celular fue resuspendido 1:2 (vol:
vol) con PureSperm Wash (Nidacon, Mdélndal Sweden) y centrifugado durante 8
min a 300 g. Posteriormente esta muestra era decantada y se le anadia 1 mL de
PureSperm Wash para la realizacion de swim-up, se centrifugaba la muestra unos
segundos a 300 g y se dejaba en la incubadora a 37°C y 6,3% de CO; durante 45
minutos con una inclinacién de 45° Pasado este tiempo se aspiraba
cuidadosamente el sobrenadante (1 mL). La muestra de espermatozoides obtenida
se dividié en varias partes: una parte se usé para la valoracién de la muestra
mediante recuento y movilidad espermatica, otra para la determinacién viral
mediante PCR y una ultima fraccion fue congelada y almacenada hasta su

utilizacion tras descartar la presencia de particulas viricas en la muestra lavada.
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La técnica utilizada para cuantificar ARN VIH-1, ARN VHC y ADN VHB en la
muestra final procesada fue PCR a tiempo real, un ensayo adaptado de VIH-1
COBAS Ampliprep/Tagman assay (Pasquier et al., 2006b), HCV Cobas
Ampliprep/Tagman y HBV Cobas Ampliprep/Tagman (Roche Diagnostics).

La congelacion se realizé mezclando la muestra de semen lavada con el
crioprotector Sperm Freezing Medium (Irvine Scientific, Waalwijk, Netherlands) en
relacion 1:1, este crioprotector era afiadido gota a gota en un tiempo medio de 15
minutos. La mezcla fue cargada en pajuelas termosellables de alta seguridad
bioldgica (Cryo Bio System, Paris, Francia) de 0,3 mL correctamente identificadas,
esto se realizaba mediante un embudo (punta amarilla) y una jeringa de 0,5 mL,
para evitar el contacto entre el semen y el exterior de la pajuela. Estas pajuelas
eran termoselladas (Cryo Bio System, Paris, Francia) y congeladas utilizando un
congelador vertical (Nicool LM10, Labortechnik, Marne la Vallee, France). Para la
utilizacion de las muestras, el numero de pajuelas que previamente se habian
estimado necesarias se descongelaban a temperatura ambiente durante 10
minutos, a continuacion se diluia progresivamente 1:1 con G-IVF Plus
suplementado con HSA (Vitrolife, Goteborg Sweden), y se centrifugaba 8 minutos
a 300 g. Posteriormente se realizaba swim-up que consistia en descartar el
sobrenadante y anadir 0,5 mL de G-IVF Plus (Vitrolife, Géteborg Sweden). La
muestra era centrifugada unos segundos a 300 g. Se incubaba 45 minutos a 37°C
y 6,3% de CO2 con una inclinacién de 45° (Mortimer, 1994), pasado este tiempo
se aspiraba cuidadosamente la capa superficial del medio de cultivo con una

pipeta Pasteur.

Se estudidé la relacion entre los parametros seminales en fresco y tras
lavado obtenidos en hombres positivos para VIH, VHC, VHB y los marcadores de
enfermedad de VIH (contaje de células CD4, carga viral y duracion de la

enfermedad), la carga viral de VHC vy la carga viral de VHB.

4.2.3 Swim-up.

En las parejas con mujer inmunizada para VHB y en el grupo control la
técnica de preparacion de espermatozoides utilizada fue swim-up, tal y como se ha

explicado en la seccion anterior. La muestra era utilizada en fresco para TRA.

Irene Molina Gonzdlez



Atencion a los deseos reproductivos de las parejas con EIT 97

4.3 Control de calidad externo para la cuantificacion de VIH
ARN.

4.3.1 Laboratorios.

Con objeto de analizar la variabilidad entre laboratorios en la determinacion
de ARN-VIH en semen, se realizdé un control de calidad externo organizado por
CREAThAE. Consistié en un estudio no experimental analitico en el que participaron
dieciocho laboratorios. 15 pertenecian a paises europeos, Francia (7), Bélgica (2),
Espafna (2), Dinamarca (1), Italia (1), Suiza (1), Reino Unido (1), dos de Israel y
otro de Australia. Todos estos laboratorios realizaban rutinariamente determinacion
de VIH-1 en muestras de semen y proveian TRA a parejas serodiscordantes para
VIH.

4.3.2 Panel de muestras.

Los paneles de muestras fueron preparados en el laboratorio de andrologia
y en el laboratorio de virologia del centro coordinador (Toulouse University
Hospital, France). Ese dia, diez hombres que habian dado su consentimiento
informado, seronegativos para VIH proporcionaron muestras de semen al
laboratorio de andrologia. Las muestras fueron procesadas en el laboratorio dentro
de las 3 horas siguientes a la recogida y mezcladas para conseguir un volumen y
recuento seminal suficiente. El plasma seminal se obtuvo mediante centrifugacion
a 11000 g de una parte del pool de semen y los espermatozoides se obtuvieron de
la otra parte del pool de semen mediante centrifugacion a 300 g y posterior
resuspendido del botén celular en PBS. El plasma seminal procesado (alicuotas de
450 pL) y los espermatozoides recogidos (5 x 10° /vial) fueron alicuotados en
viales de 1,5 mL, donde se le anadié el virus VIH-1. El VIH-1 (subtipo B) utilizado
fue un estandar cuantificado que provee el Instituto Nacional de Estandares y
Control Biologico (NIBSC) de Reino Unido, que era diluido en el plasma obtenido
de hombres seronegativos para obtener concentraciones adecuadas de ARN VIH-
1 en 50 yL. A cada centro se le mandaron dos paneles de muestras con una
concentracién de virus desconocida para ellos. El primero contenia 6 muestras de
500 uL de plasma seminal nombrados QC-PLS-01 hasta el 06, que contenian 0,
100, 200, 500, 500 y 1000 copias de ARN VIH-1 por mL. El segundo panel

contenia 5 botones celulares de 5 x 10° células seminales, marcadas como QC-
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CEL-01 hasta el 05, que contenian 0, 100, 200, 500 y 1000 copias de ARN por
cada 10° células. Todas las muestras fueron congeladas y almacenadas a -80°C.
Se enviaron a los laboratorios participantes en hielo seco. Todos los paneles se
recibieron congelados. Las muestras fueron testadas por cada laboratorio de igual
forma que se hacia rutinariamente para las muestras de semen provenientes de

hombres infectados con VIH.

4.4 Resultados de estimulacién ovarica e ICSI en parejas con

varones con EIT.

Se disefid un estudio no experimental, analitico, de casos y controles, con
sentido retrospectivo de parejas con hombre seropositivo para VIH, VHC o VHB
que se sometieron a un tratamiento de reproduccién asistida en la Unidad de
Reproduccion del Hospital Universitario Virgen de las Nieves entre noviembre de
2005 y diciembre de 2009.

Se analizaron las siguientes caracteristicas de las parejas: edad, estado
seroldgico, carga viral, recuento de linfocitos CD4 en caso de VIH y tratamiento

antirretroviral.

Los protocolos de estimulacion ovarica en estas parejas se establecieron en
funcion de los datos clinicos, la edad de la paciente, perfil hormonal y los
resultados obtenidos en estimulaciones previas. Los dos protocolos utilizados

fueron:

- Protocolo con agonistas de la GnRH (“analogo largo”). Consiste en
administrar desde el dia 22 del ciclo 0,1 mg/dia de analogo de la GnRH
(Decapeptyl 0,1; Lasa, Barcelona, Espafia) hasta el dia en que se inicia la
administracion de gonadotrofina, en el que se reduce la dosis al 50% hasta el dia
de la hCG. Tras 10-14 dias de administracion del agonista se procede a comprobar
la frenacion hipofisaria mediante ecografia vaginal ovarica (ausencia de foliculos y
quistes) y determinacién sérica de estradiol (<50 pg/mL). Si se confirma dicha
hipofisectomia médica se comienza a administrar 300 Ul de FSH recombinante
(FSHr) al dia (Gonal F, Serono, Madrid, Espafia; o Puregdn, Organdn, Barcelona,
Espafa) durante dos dias, y 150 Ul de FSHr desde el 3° al 7° dia. En este dia se
realiza control ecografico del desarrollo folicular y determinacion sérica de estradiol

con el fin de ajustar nuevamente la dosis de FSHr a cada paciente.
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- Protocolo con antagonistas de la GnRH. Se inicia el dia 2° del ciclo con
300 Ul de FSHr, el 3° dia del ciclo se administra igual dosis y a partir del 4° dia del
ciclo se administra 150 Ul de FSHr. A partir del dia 6° se administra 0,25 mg/dia de
antagonista Cetrorelix (Cetrotide; Serono Laboratorios SA, Aubonne, Switzerland)
o ganirelix (Orgalutran; Organon Laboratorios, Oss, The Netherlands). El dia 9° se
realiza control ecografico del desarrollo folicular y determinacion sérica de estradiol

con el fin de ajustar nuevamente la dosis de FSHr a cada paciente.

Normalmente el primer ciclo fue realizado con el protocolo de analogo largo
y el segundo ciclo con antagonistas de la GnRH. Los ciclos eran monitorizados
mediante examenes transvaginales con ultrasonidos y mediciones de los niveles

séricos de estradiol.

Una vez que la respuesta folicular es adecuada (mas de 3 foliculos ovaricos
mayores de 17 mm de diametro) se procede a desencadenar la ovulacion
mediante 250 microgramos de coriogonadotrofina alfa recombinante (r-hCG)
(Ovitrelle, Serono, Madrid, Espana). A las 34-36 horas después, se realizaba la
puncién folicular guiada con ultrasonidos. Los ovocitos recogidos eran incubados
en G-IVF Plus suplementado con HSA (Vitrolife, Goéteborg Sweden) vy
posteriormente los ovocitos maduros que habian extruido su primer corpusculo
polar eran microinyectados con espermatozoides moviles seleccionados, como se
ha comentado en las secciones 4.2.2 y 4.2.3. Este procedimiento se realizé como

previamente ha sido descrito (Palermo et al., 1995).

Los embriones fueron incubados (37°C, 6,3% CO;) en G-1 Plus
suplementado con HSA (Vitrolife, Goéteborg Sweden) en incubadoras
independientes del resto de parejas infértiles y seronegativas que acuden a
nuestro centro. La transferencia embrionaria tuvo lugar en dia 2-3 en Embryoglue
(Vitrolife, Goteborg Sweden). A la mujer se le administro Progesterona (400
mg/dia) y acido félico (0,4 mg/dia) a partir del dia de la puncién, y se le indicaba

que debia mantenerlo hasta que le fuera comunicado.

En caso de haber embriones sobrantes, estos eran vitrificados en dia+3
para futuras transferencias. La vitrificacion se realizé con los medios de vitrificacion
Medicult Vitrification Cooling (Origio, Malgv, Denmark), tras un doble lavado en
medio G-MOPS (Vitrolife, Goteborg Sweden) se dejaban 6 minutos en medio

Equilibration, trascurrido este tiempo los embriones eran depositados en el sistema
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McGill Cryoleaf contenidos en medio Vitrification (Origio, Malgv, Denmark). La
desvitrificacion se realizd con los medios de desvitrificacion Medicult Vitrification
Warming (Origio, Malgv, Denmark), el protocolo consiste en sumergir el crioleaf en
medio Warming y una vez recuperado el/los embridn/es se dejaba durante 3 min
en medio DM1 y posteriormente este mismo tiempo en medio DM2. Después de
eso los embriones eran lavados en medio Washing y en G2 Plus (Vitrolife,
Goteborg Sweden). La transferencia embrionaria se realizaba el dia siguiente a la
descongelacién, siempre y cuando el embrion hubiera mostrado signos de

evolucion.

Se anotaron posibles complicaciones tales como el sindrome de
hiperestimulacion ovarica (SHO). La gestacion clinica fue considerada como la
visualizaciéon ultrasonografica de uno o mas sacos gestacionales o signos clinicos
definitivos de la presencia de gestacion tal y como describe el Comité Internacional
de Monitorizacion de las Técnicas de Reproduccion Asistida (ICMART) (Zegers-
Hochschild et al., 2009). Se consideré parto la expulsién o extraccion de uno o mas
fetos de la madre una vez completadas las 20 semanas de gestacion, y nacido
vivo la expulsién o extraccion completa de su madre, como fruto de la fecundacion,
independientemente de la duracidn de la gestacion, el cual, después de la
separacion respir6 o mostréo alguna otra evidencia de vida tales como latido
cardiaco, pulsaciones del corddn umbilical o movimiento de los musculos
voluntarios, independientemente de que el cordon umbilical hubiera sido cortado o

la placenta permaneciese unida (Zegers-Hochschild et al., 2009).

4.4.1 Calidad embrionaria y ovocitaria.

Para realizar ésta valoracion y de esta manera transferir el/llos mejores
embriones, se evaluaron los ovocitos y los siguientes estadios del desarrollo:
cigoto, division temprana, segundo dia (D+2) y tercer dia de cultivo (D+3) en caso
de que la transferencia se realice en D+3, siguiendo las recomendaciones de
ASEBIR (Asociacion para el estudio de la biologia de la reproduccion) (Ardoy et al.,
2008).

En el ovocito se evaluaron las posibles alteraciones citoplasmaticas como
granulosidad central, agregacion del reticulo endoplasmatico liso y vacuolas e
inclusiones  citoplasmaticas, asi como las alteraciones morfoldgicas

extracitoplasmaticas como exudados en el espacio perivitelino, anomalias de la
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zona pelucida, espacio perivitelino aumentado y alteraciones del primer corpusculo

polar.

En el cigoto (16-19 horas post-ICSI) se evalu6 la fecundacion mediante:
numero de corpusculos polares (CP) y apariencia, numero pronuclear, apariencia
de los pronucleos (PN) segun la clasificacion de Scott et al. (2000) (Figura 17) y

presencia de halo citoplasmatico.

Figura 17: Esquema de gradacion pronuclear propuesto por Scott (2000).

En D+1 también se evalué la divisidn temprana a las 25-27 horas. En D+2
(44-47 horas post inseminacion) y D+3 (67-71 horas post inseminacion) se tuvo en
cuenta: numero celular, simetria celular, sincronia de division celular, el porcentaje
y tipo de fragmentacion, la desigualdad de los blastomeros, anillo acitoplasmatico,
presencia de vacuolas, grado de compactacion temprana, moteado y grado de

multinucleacion.

La clasificacion utilizada es una combinacion entre las descritas por Rijnders
y Jansen (1998) y Veeck (1999). Se establecen 5 grupos en funcién de la simetria

celular y el porcentaje de fragmentacion:

e Tipo I: blastomeras semejantes y porcentaje de fragmentacion

menor del 20%.
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e Tipo Il: blastbtmeras semejantes y porcentaje de fragmentacion

mayor del 20%.

e Tipo Ill: blastbtmeras de diferente tamafio y porcentaje de

fragmentacion menor del 20%.

e Tipo IV: blastbmeras semejantes y porcentaje de fragmentacion

mayor del 20%.

e Tipo V: pocas blastomeras de cualquier tamano y fragmentacion

mayor del 50%.

4.4.2 Test de seroconversion.

La carga viral en sangre de las mujeres sometidas a TRA con semen de
varon con EIT fue analizada usando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
a las 3 semanas, 3 meses y 6 meses después de la TRA. Si la mujer quedo
embarazada la carga viral en sangre se testd cada 2 meses y se realizaron
serologias cada 3 meses. Los nifios fueron evaluados al nacer y a los 3 meses de
edad.

5. Método estadistico.

El analisis estadistico de los datos obtenidos en este estudio se realizo
mediante los paquetes estadisticos SPSS 15.0 para Windows. (SPSS Inc.,
Chicago, USA) y MedCalc 12.1 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium),

dandose los siguientes pasos:
a. Analisis descriptivo.

Para describir las variables cualitativas se utilizé el valor absoluto y relativo.
Para el porcentaje de inmigrantes atendidos en la unidad de reproduccién durante
el periodo de estudio se calcul6 el intervalo de confianza al 95% mediante el
meétodo exacto. Las variables cuantitativas se describieron utilizando la media,

desviacion estandar (SD), valor maximo y minimo.
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b. Estudio de normalidad de las variables.

Para comprobar si las variables seguian una distribucion normal se utilizé el
test de Shapiro-Wilk, rechazandose la hipétesis de normalidad por debajo de un
p<0,05.

c.- Comparacién de variables cualitativas entre grupos.

Para la comparacion de variable cualitativas entre grupos se utilizo el test
chi-cuadrado y en caso de no cumplirse las condiciones de validez de esta test se
utilizé el test de Fisher. Al haber un numero muy grande de comparaciones, se
realizd una penalizacién de la significacion (correccién de Bonferroni), dandose
como significativas solo aquellas que lo fueran por debajo de un p< (0,05/n° de

comparaciones).
d.- Comparacion de variables cuantitativas entre grupos.

Para la comparacion de variables cuantitativas, que se ajustaban a una
distribucion normal, entre dos grupos realizamos el test de Levenne para
comprobar la homogeneidad de las varianzas. Si dicho test resultaba significativo
se realizaba el test de Welch, y si el test de Levenne resultaba no significativo se

calculaba la t de Student clasica.

La comparacion entre variables cuantitativas, que seguian una distribucion
normal, entre tres 0 mas grupos se realizé6 mediante el analisis de la varianza de
una via. Cuando este resultaba significativo se analizaban las diferencias entre las
medias de cada grupo. Para ello, y dado que el tamafio muestral era diferente en
cada grupo se utilizé el método de Bonferroni, aplicandose el método secuencial

de Newman y Keuls.

La comparacion de variables cuantitativas que no seguian una distribucion
normal o en las que alguno de los grupos a comparar presentaba una n<10, se
realiz6 mediante técnicas no paramétricas. En el caso de la comparacion de dos
grupos se utilizo la prueba U de Mann-Whitney. Dado el elevado numero de
comparaciones se aplico la correccion de Bonferroni al nivel de significacion,
considerando significativa p < (0,05/n° de comparaciones). Para la comparacion de
tres o mas grupos se aplico el test Kruskal-Wallis, y en caso de resultar

significativo se analizaron las diferencias entre grupos.
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e.- Correlaciones.

Se calcularon para comprobar si dos variables aleatorias x e y obtenidas en
n individuos estan relacionadas. Dado que parte de las variables cuantitativas
analizadas no seguian una distribucion normal se optd por el calculo del
coeficiente de correlacion de Spearman, dandose la significacion de cada uno de
estos coeficientes con una precaucién (correccion de Bonferroni): al haber un
namero muy grande de correlaciones, se realizd una penalizacion de la
significacion, dandose como significativas solo aquellas que lo fueran por debajo

de un p < (0,05/ n° de correlaciones).
f.- Validez de los test de cuantificacion de VIH en semen.

Los andlisis globales de los resultados de todos los laboratorios y los
parametros estadisticos estan expresados en Log10 copias/mL (o 10° células). Los
parametros presentados son medias, desviaciones estandar y el coeficiente de
variacion. El test de la chi-cuadrado se utilizé para comparar las frecuencias de

deteccion de los diferentes ensayos.
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1. Opciones reproductivas escogidas por parejas con al
menos un miembro positivo para VIH.

De las 132 parejas que acudieron regularmente a consulta en la Unidad de
Enfermedades Infecciosas del Servicio de Medicina Interna del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves de Granada para su seguimiento entre 2004 y
2009, 29 parejas (22%) mostraron deseos reproductivos (o llegaron embarazadas
a consulta). Un 75,9% (22) de las parejas escogieron la reproduccion natural como
opcion reproductiva, un 17,2% (5) eligieron someterse a un tratamiento de
reproduccion asistida y se desconoce la opcion escogida por un 6,9% (2) de las
parejas (Tabla 17). El tiempo medio de seguimiento de estas parejas desde que

manifestaron sus deseos reproductivos fue de 36 meses (3-68 meses).

De las 5 parejas que inicialmente intentaron tener descendencia mediante
TRA, 2 (40%) parejas fracasaron en su intento y lo intentaron posteriormente
mediante RN. Por lo que finalmente 24 parejas intentaron RN, se consiguieron 31
gestaciones en 22 parejas que dieron lugar a 22 nacidos vivos en 19 parejas
(Figura 18). Una de las 24 parejas (4,2%) no consiguio gestacion, y la otra pareja

tuvo evolucién desconocida.
1.1 Caracteristicas sociodemograficas y habitos toxicos.

La edad media de los hombres fue de 38,2 £ 7,5 anos, y la de las mujeres
era 32,9 = 5,7 anos en las parejas que optaron por RN. En las parejas que se
decidieron por TRA la edad media del hombre fue de 39,2 + 5,8 afos y de la mujer
346 + 4,6 anos. No se encontr6 ninguna diferencia significativa en las
caracteristicas sociodemograficas ni en los habitos toxicos entre las parejas que
optaban por RN y las que optaban por TRA (Tabla 18). Si se encontr6é en parejas
de RN, que en los varones seropositivos para VIH era mas frecuente haber
consumido drogas en el pasado, sobre todo drogas via parenteral, que en mujeres
seropositivas para VIH (83,3% vs. 37,5%; p<0,05).
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1.2 Caracteristicas de la infeccion VIH.

No se observaron diferencias significativas en el tiempo que llevaban
diagnosticados de VIH los pacientes, en el modo de infeccién, en la carga viral
basal, ni en las CD4 Nadir, entre el grupo que escogido RN y el que escogid6 TRA
(Tabla 19).
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Figura 18: Opciones reproductivas y resultados en parejas con al menos un

miembro seropositivo para VIH.
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Tabla 17: Deseos de reproduccion y opcién reproductiva en parejas con al

menos un miembro de la pareja seropositivo para VIH.

Hombre Ambos Total
VIH Mujer VIH VIH
n % n % n % n %

N° parejas 65 34 33 132
Deseos de reproducciéon 10 (154) 9 (26,5 10 (30,3) 29 (22,0)

RN 6 (60) 8 (88,9 8 (80) 22 (75,9)

TRA 3 (30 1 (111) 1 (10 5 (17,2)

Desconocido 1 (10) 1 (10) 2 (6,9)
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Tabla 18: Caracteristicas sociodemograficas y habitos téxicos de las parejas con al menos un miembro seropositivo para
VIH que optaron por RN o por TRA.

RN TRA
Hombre (n=22) Mujer (n=22) Total (n=44) Hg)nnjks))re Mujer (n=5) Total (n=10)
n % n % n % n % n % n %
Edad (afnos), media = SD 382+75 329157 35,6 +7,1 39,2+5,8 346+46 36955
<25 1 (4,5) 3 (13,6) 4 (9,1) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
25-29 2 (9,1) 4 (182) 6 (136) O (0) 0 (0) 0 (0)
30-35 4 (18,2) 6 (27,3) 10 (22,7) 2 (40) 3 (60) 5 (50)
>35 15 (68,2) 9 (40,9 24 (545 3 (60) 2 (40) 5 (50)
VIH positivo 12/22 (54,5) 16/22 (72,7) 28/44 (63,6) 4/5 (80) 2/5 (40) 6/10 (60)
Hepatitis C 8/22 (36,4) 5/22 (22,7) 13/44 (29,5) 3/5 (60) 2/5 (40) 5/10 (50)
Hepatitis B 2/22 (9,1) 022 (0) 2/44 (4,5 0/5 (0) 0/5 (0) 0/10 (0)
Tabaco 712  (58,3) 11/16 (68,8) 18/28 (64,3) 3/4 (75) 1/2 (50) 4/6 (66,7)
Abuso alcohol 2112 (16,7) 1/16 (6,3) 3/28 (10,7) 0/4 (0) 02 (0) 0/6 (0)
Consumo pasado de drogas 10/12 (83,3) 6/16° (37,5) 16/28 (57,1) 4/4  (100) 02 (0) 4/6 (66,7)
Inyectadas 8/10 (80) 4/6 (66,7) 12/16 (75) 1/4 (25) 1/4  (25)
Si, pero nunca inyectadas  2/10 (20) 2/6 (33,3) 4/16 (25) 3/4 (75) 34 (75)
Consumo actual de drogas 112 (8,3) 2/16 (12,5) 3/28 (10,7) 0/4 (0) 02 (0) 0/6 (0)
Inyectadas 0/1 (0) 0/2 (0) 0/3 (0)
Si, pero nunca inyectadas  1/1 (100) 2/2 (100) 3/3 (100)
Metadona 512  (41,7) 116 (6,3) 6/28 (21,4) 0/4 (0) 02 (0) 0/6 (0)

@ p<0,05 Hombre vs. Muijer.
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Tabla 19: Caracteristicas de la infeccion por VIH en las parejas con al menos un miembro seropositivo para VIH que

optaron por RN o por TRA.

RN TRA
Hombre (n=12) Mujer (n=16) Total (n=28) Hombre (n=4) Mujer (n=2)  Total (n=6)
n % n % n % n % n % n %

Diagnostico de VIH (afios), media £ SD 11,316 79+58 9,7+6,0 8,3%+3,0 11,5+4,9 9,3+£3,6

<5 1 (8,3) 7 (43,8) 8 (28,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

5-10 4 (33,3) 3 (18,8) 7 (25) 4 (100) 1 (50) 5 (83,3)

>10 7 (58,3) 6 (37,5) 13 (46,4) 0 (0) 1 (50) 1 (16,7)
Modo infeccion

Sexual 412  (33,3) 12/16  (75) 16/28 (57,1) 314 (75) 2/2 (100) 5/6 (83,3)

Drogas via parenteral 8/12  (66,7) 3/16  (18,8) 11/28 (39,3 14  (25) 0/2 (0) 1/6 (16,7)

Sexual/DVP 0/12 (0) 1/16 (6,3) 1/28 (3,6) 0/4 (0) 0/2 (0) 0/6 (0)

Desconocido 0/12 (0) 0/16 (0) 0/28 (0) 0/4 (0) 0/2 (0) 0/6 (0)
Carga viral basal (copias/mL)

<50 112 (8,3) 1/16 (6,3) 2/28 (7,1) 0/4 (0) 0/2 (0) 0/6 (0)

50-10000 4/12  (33,3) 6/16  (37,5) 10/28 (35,7) 314 (75) 1/2 (50) 4/6 (66,7)

>10000 712 (58,3) 9/16  (56,3) 16/28 (57,1) 14 (25) 1/2 (50) 2/6 (33,3)
CD4 Nadir

<200 9/12 (75) 516  (31,3) 14/28 (50) 2/4  (50) 2/2 (100) 4/6 (66,7)

200-500 3/12 (25) 10/16  (62,5) 13/28 (46,4) 2/4  (50) 0/2 (0) 2/6  (33,3)

=500 0/12 (0) 1/16 (6,3) 1/28 (3,6) 0/4 (0) 0/2 (0) 0/6 (0)
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2. Asuncion de riesgos en parejas con varon
seropositivo para VIH que demandan atencion
reproductiva.

De las 21 nuevas parejas a las que se les propuso realizar la encuesta, 16
parejas aceptaron realizarla. De estas, 2 entrevistas resultaron incompletas o no
validas, y 14 entrevistas fueron validas. En el grupo control aceptaron hacer la
entrevista 17 de las 35 parejas a las que se les ofrecid y de ellas 14 entrevistas
fueron validas y 3 no validas o incompletas. Ambos grupos tenia caracteristicas
clinicas similares, tal y como se detalla en la Tabla 20. En las 14 parejas el varon
era seropositivo para VIH y la mujer seronegativa. Un 57,1% (8) de las parejas con

VIH habian tenido RN previas sin proteccion.

En la Tabla 21 estan reflejados los riesgos de transmision maximos que
eran capaces de asumir cada miembro de la pareja mediante TRA y manteniendo
relaciones naturales. Un mayor porcentaje de parejas con varén seropositivo para
VIH asumieron un riesgo de transmision mayor a 0%, frente a las parejas control,
tanto si se le ofrecia TRA (42,9% vs. 14,3%, p<0,05) como RN (21,4% vs. 0%,
p<0,05). No se observaron diferencias significativas entre hombres y mujeres, en
ninguno de los dos grupos analizados, en el riesgo de transmisiéon que eran
capaces de asumir tanto para reproduccion asistida como para reproducciéon
natural. Aunque si se observo una tendencia de las mujeres a asumir mayores
riesgos que los hombres. Por otra parte, se observa también que las parejas
asumen mas riesgos cuando se van a someter a TRA que cuando van a mantener
RN (28,6% miembros de parejas que asumen mas del 0% en TRA vs. 10,7%
miembros de parejas que asumen mas del 0% en RN; p<0,05). Sélo 2 mujeres
(14,3%), y ningun hombre aceptaron un riesgo maximo de 10% mediante TRA, y
una (7,14%) de ellas acepté también el 10% mediante RN, esta mujer finalmente

quedo gestante mediante RN antes de haber iniciado las TRA.
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Tabla 20: Caracteristicas de los grupos analizados en el estudio de asuncion
de riesgos en parejas con vardon seropositivo para VIH que demandan
atencién reproductiva.

VIH (n=14) CONTROL (n=14)
media SD media SD

Edad varon 423 + 29 42 + 2.6
Edad mujer 355 £ 26 35 £+ 2,8
Anos esterilidad 45 + 0,7 35 + 0,7
Abortos, n (%) 2 (14,3) 2 (14,3)
Vardn con hijos previos, n (%) 6 (42,9) 3 (21,4)
Mujer con hijos previos, n (%) 0 0
Relaciones naturales previas 8 (57,1) 14 (100)

NS
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Tabla 21: Riesgos de transmisién asumibles por las parejas con varon seropositivo para VIH que demandan atencién
reproductiva.

REPRODUCCION ASISTIDA

VIH (n=28) CONTROL (n=28)
Riesgo (%) Hombre Mujer Total Hombre Mujer Total
0 10 (71,4) 6 (42,9) 16 (57,1) 13 (92,9) 11 (78,6) 24 (85,7)
0,5-3 2 (143) 2 (143) 4 (14,3) 1 (7,1) 3 (214) 4 (14,3)
>3 2 (143) 6 (429) 8 (28,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
REPRODUCCION NATURAL
VIH (n=28) CONTROL (n=28)
Riesgo (%) Hombre Mujer Total Hombre Mujer Total
0 12 (85,7) 10 (71,4) 22 (78,6) 14 (100) 14 (100) 28 (100)b
0,5-3 2 (143) 2 (143) 4 (14,3) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
>3 0 (0) 2 (143) 2 (7,1) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

a p<0,05 Porcentaje de miembros de parejas con varon seropositivo para VIH que asume un riesgo mayor
del 0% en TRA vs. porcentaje de miembros de parejas con ambos miembros seronegativos para VIH que
asume un riesgo mayor del 0% en TRA.

b p<0,05 Porcentaje de miembros de parejas con vardn seropositivo para VIH que asume un riesgo
mayor del 0% en RN vs. porcentaje de miembros de parejas con ambos miembros seronegativos para
VIH que asume un riesgo mayor del 0% en RN.
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3. Reproduccion natural en parejas con VIH.

Se analizaron 22 parejas que entre enero de 2004 y diciembre de 2009
decidieron tener descendencia mediante reproduccion natural: en 7 (31,8%) de
estas parejas el hombre era el miembro de la pareja seropositivo para VIH, en 7
(31,8%) era la mujer y en 8 (36,4%) ambos eran seropositivos. Estas parejas

dieron lugar a 31 gestaciones de las que nacieron 22 nifios en 19 parejas.
3.1 Caracteristicas de lainfeccion VIH.

Se recogieron las caracteristicas de la enfermedad en cada gestacion de 13
varones y 15 mujeres seropositivas para VIH. De las 31 gestaciones, en 20 el
hombre era seropositivo para VIH y en 19 gestaciones era la mujer. Un 69,2% (9)
de los hombres y 33,3% (5) de las mujeres habian sido diagnosticadas de SIDA.
También eran seropositivos para VHC un 36,4% (8) de los hombres y un 18,2% (4)

de las mujeres.

No hubo diferencias entre sexos en ninguno de los parametros estudiados:
diagnostico de SIDA, recuento de células CD4 y carga viral (Tabla 22). Se aprecia
que no hay influencia aparente de la TARGA sobre el numero de pacientes en los
que la infeccion por VIH habia derivado en sindrome de inmunodeficiencia, ni
sobre el recuento de células CD4 que habia tenido el paciente en la revision mas
proxima a la concepcion. Sin embargo, si existe diferencia en la carga viral en
sangre de ARN VIH en la revisibn mas proxima a la concepcion, donde era mas
frecuente cargas virales no detectables en pacientes que tenian buena adherencia
al tratamiento frente a los que no tomaban tratamiento, tanto en varones (100% vs.
25%; p<0.01), como en mujeres (72,7% vs. 12,5%; p<0,05).

Una mujer seronegativa inicialmente, fue diagnosticada de seropositiva para
VIH en un embarazo, su pareja no seguia tratamiento, a pesar de habérsele
indicado, y tenia una carga viral de 5580 copias/mL en la revision mas proxima a la
concepcion. Esto supone un 8,3% (1/12) de tasa de seroconversion en
gestaciones con mujeres seronegativas para VIH. No se produjo ninguna

seroconversion en hombres seronegativos para VIH.
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3.2 Resultados obstétricos y neonatales de los partos.

Tuvieron lugar 31 gestaciones, de las cuales 22 terminaron en parto y las 9
restantes en aborto, 8 (25,8%) de ellos fueron espontaneos y uno (3,2%)
interrupcion voluntaria del embarazo. De las 31 gestaciones, en 12 gestaciones
(38,7%) era seropositivo para VIH el hombre de la pareja, en 11 (35,5%) la mujer,
y en 8 (25,8%) eran seropositivos ambos. Respecto a los abortos espontaneos 5
(62,5%) tuvieron lugar en parejas con varon seropositivo para VIH y los 3 restantes

en mujeres seropositivas (37,5%).

En 15 de estos partos la mujer era seropositiva para VIH. En la Tabla 23 se
muestran los resultados de estos 15 partos y en la Tabla 24 los resultados de los
22 partos en las que al menos uno de los miembros de la pareja era seropositivo

para VIH.

Entre las 15 mujeres seropositivas para VIH estudiadas, la edad media fue
de 31,2 + 5,3 afios, muy similar a los 31,1 + 4,5 afos de los controles. Las mujeres
seropositivas para VIH tenia un mayor porcentaje de antecedentes de abortos, un
73,3% frente al 26,7% del grupo control (p<0,05).

En los dos grupos la mayor parte de las mujeres se realizé cardiotocografia
(CTG) durante el parto y la bolsa amnidtica fue rota intraparto. No se observaron
diferencias significativas entre los dos grupos en el tipo de presentaciéon, comienzo
y finalizacion del parto, indicacién de la induccion, de la operatoria vaginal y de la

cesarea, ni en el tipo de anestesia utilizada.

En lo que se refiere a los datos neonatales se observaron un menor peso
(2651,3 + 573 gramos vs. 3400 * 459,9 gramos; p<0,001) y partos mas prematuros
(263,8 + 23,6 dias vs. 278,1 £ 8,1 dias; p<0,05) en los recién nacidos que procedia
de madres seropositivas para VIH, frente a los controles. Hubo también diferencias
significativas en el color del liquido amnidtico, siendo mas frecuente el hallazgo de
liguido meconial en los hijos de madres con VIH (40% vs. 0%; p<0,05). No se
observaron diferencias significativas en el indice de Apgar de los recién nacidos, la
morbilidad, pH arterial ni en el porcentaje de recién nacidos con un percentil menor
de 10 o mayor de 90. Aunque no se pudieron obtener los resultados de todas las
parejas en cuanto al andlisis del estreptococo grupo B, los obtenidos no

presentaron diferencias entre grupos.
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Los hijos de madres seropositivas requirieron mas cuidados neonatales que
los hijos de las parejas control (100% vs. 20%; p<0,001), que pudieron quedarse

mayoritariamente con la madre en la zona de partos.

Al analizar los partos de las parejas con al menos un miembro positivo para
VIH también se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de mujeres
con antecedentes de abortos (59,1% vs. 18,2; p<0,05), en el peso del recién
nacido (2825,0 + 569,4 gramos vs. 3356,6 + 455,6 gramos; p<0,01), dias de
gestacién del parto (265,4 + 19,5 dias vs. 276,3 £ 8,8 dias; p<0,05). Los hijos de
parejas con VIH requirieron también mas cuidados neonatales tras el parto que los
hijos de las parejas control (95,5% vs. 27,3%; p<0,001).

No se encontré ninguna seroconversion en ninguno de los recién nacidos

(testados al nacimiento y a los 3 meses de edad).
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Tabla 22: Datos referentes al VIH en la revision mas préxima a la concepcion en funcion de la TARGA en parejas con al

menos un miembro seropositivo para VIH que conciben mediante RN.

Hombre (n=20) Mujer (n=19)
Total No TARGA TARGA Total No TARGA TARGA
n % n % n % n % n % n %
Recuento de células CD4
en la concepcion
<200 3 (15 2 (16,79 1 (12,5) 1 5,3) O o 1 (91)
200-500 10 (50) 8 (66,7) 2 (250) 9 (474) 5 (62,5) 4 (364)
>500 7 (35 2 (16,79 5 (625 9 (474) 3 (37,5 6 (54,5
ARN VIH (copias por mL)
en la concepcion
ARN VIH No detectable 11 (55) 3 (25,0) 8 (100)% 9 47,4) 1 (12,5) 8 (72,7)b
<100 0 (0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 0) 0 (0)
100-10000 4 (200 4 (333) O (0) 8 (421) 6 (75) 2 (18,2)
>10000 5 (250 5 41,7) O (0) 2 (10,5 1 (12,5 1 (9,1)

4 p<0,01 No TARGA vs TARGA.
b p<0,05 No TARGA vs TARGA.
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Tabla 23: Analisis comparativo de los resultados obstétricos y neonatales de
los partos en parejas con mujer seropositiva para VIH que conciben mediante
RN.

n

Control (n=15)
0,

%

n

Mujer VIH (n=15)
0,

%

Edad Media + SD 311 £ 45 31.2 + 53
Rango (23 - 40) (24 - 41)
Abortos previos 4 (26,7) 11 (73,3)°
Hijos previos 10 (66,7) 8 (53,3)
Bolsa rota Anteparto 7/15 (46,7) 5/15 (33,3)
Intraparto 8/15 (53,3) 10/15 (66,7)
CTG 15/15 (100) 13/15 (86,7)
Presentacion Cefalica 15/15 (100) 15/15 (100)
Nalgas 0/15 (0) 0/15 (0)
Comienzo Inducido 2/15 (13,3) 4/15 (26,7)
Espontaneo 13/15 (86,7) 11/15 (73,3)
Cesarea electiva 0/15 (0) 0/15 (0)
Terminacion Operatoria vaginal 2/15 (13,3) 4/15 (26,7)
Cesarea 1/15 (6,7) 1/15 (6,7)
Espontaneo 12/15 (80) 10/15 (66,7)
Indicacién induccién
Rotura de membranas 1/2 (50) 2/4 (50)
Oligoamnios 1/2 (50) 0/4 (0)
Meconio 0/2 (0) 1/4 (25)
Test no estresante patoldgico 0/2 (0) 1/4 (25)
Indicacion operatoria vaginal
Acortamiento en expulsivo 2/2 (100) 3/4 (75)
Riesgo de pérdida de bienestar fetal 0/2 (0) 1/4 (25)
Indicacion cesarea
Fracaso induccion 0/ (0) 0/1 (0)
Riesgo de pérdida de bienestar fetal 1/1 (100) 0/1 (0)
No progresion parto 0/ (0) 1M (100)
Anestesia Sin anestesia 1/15 (6,7) 4/15 (26,7)
Epidural 11/15 (73,3) 8/15 (53,3)
Local 3/15 (20) 3/15 (20)
Raquianestesia 0/15 (0) 0/15 (0)
General 0/15 (0) 0/15 (0)
Sexo Varén 7/15 (46,7) 9/15 (60)
Mujer 8/15 (53,3) 6/15 (40)
Apgar1 <4 0/15 (0) 0/15 (0)
Rango (9 - 9 (6 - 9
Apgar5 <7 0/15 (0) 1/15 (6,7)
Rango (9 - 10) (7 - 9
Morbilidad 0/15 (0) 2/15 (13,3)
EGB Positivo 1/9 (11,1) 3/4 (75)
Negativo 8/9 (88,9) 1/4 (25)
pH arterial Media + SD 7,3 + 0,1 7,3 + 0,1
Rango 71 - 74) (71 - 7,3)
Liquido amnidtico
Claro 15/15 (100) 9/15 (60)?
Meconial 0/15 (0) 6/15 (40)
Destino recién nacido
Con madre partos 12/15  (80) 0/15 oy
Cuidados minimos 3/15 (20) 11/15 (73,3)
Cuidados medios 0/15 (0) 3/15 (20)
Cuidados intensivos 0/15 (0) 1/15 (6,7)
Mortalidad 0/15 (0) 0/15 (0)
Peso (gramos) Media + SD 3400 + 459,9 2651,3 + 573,0°
Rango (2680 - 4240) (980 - 3510)
Percentil <10 1/15 (6,7) 3/15 (20)
>90 2/15 (13,3) 0/15 (0)
Dias de gestacion Media = SD 278,1 = 8,1 263,8 + 23,6°
Rango (266 - 290) (196 - 288)

2 p<0,05 Control vs. Mujer VIH, ® p<0,001 Control vs, Mujer VIH.
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Tabla 24: Analisis comparativo de los resultados obstétricos y neonatales de
los partos en parejas con al menos un miembro seropositivo para VIH que
conciben mediante RN.

Control (n=22) VIH (n=22)
n % n %
Edad Media = SD 319 + 54 324 + 6,1
Rango (20 - 40) 21 - 41)
Abortos previos 4 (18,2) 13 (59,1)°2
Hijos previos 13 (59,1) 1M (50)
Bolsa rota Anteparto 12/22 (54,5) 6/22 (27,3)
Intraparto 10/22 (45,5) 16/22 (72,7)
CTG 21/22 (95,5) 15/22 (68,2)
Presentacion Cefalica 21/22 (95,5) 21/22 (95,5)
Nalgas 1/22 (4,5) 1/22 (4,5)
Comienzo Inducido 5/22 (22,7) 5/22 (22,7)
Espontaneo 16/22 (72,7) 14/22 (63,6)
Cesarea electiva 1/22 (4,5) 3/22 (13,6)
Terminacion Operatoria vaginal 4/22 (18,2) 4/22 (18,2)
Cesarea 3/22 (13,6) 5/22 (22,7)
Espontaneo 15/22 (68,2) 13/22 (59,1)
Indicacion induccién
Rotura de membranas 3/5 '60) 2/5 (40)
Oligoamnios 1/5 (20) 1/5 (20)
Hipertension 1/5 (20) 0/5 (0)
Meconio 0/5 (0) 1/5 (20)
Test no estresante patolégico 0/5 (0) 1/5 (20)
Indicacion operatoria vaginal
Acortamiento en expulsivo 3/4 (75) 3/4 (75)
Riesgo de pérdida de bienestar 1/4 (25) 1/4 (25)
Indicacion cesarea
Fracaso induccion 1/3 (33,3) 0 (0)
Riesgo de pérdida de bienestar 2/3 (66,7) 0 (0)
No progresién parto 0/3 (0) 0 (0)
Anestesia Sin anestesia 1/22 (4,5) 5/22 (22,7)
Epidural 16/22 (72,7) 10/22 (45,5)
Local 3/22 (13,6) 3/22 (13,6)
Raquianestesia 1/22 (4,5) 3/22 (13,6)
General 0/22 (0) 1/22 (4,5)
Sexo Varén 11/22 (50) 11/22 (50)
Muijer 11/22 (50) 11/22 (50)
Apgar1 <4 0/22 (0) 0/22 (0)
Rango (8 - 9) (6 - 10)
Apgarb <7 0/22 (0) 1/22 (4,5)
Rango (9 - 10) (7 - 10)
Morbilidad 0 (0) 2 (9,1)
EGB Positivo 1/13 (7,7) 4/9 (44,4)
Negativo 12/13 (92,3) 5/9 (55,6)
pH arterial Media + SD 73 £ 0.1 73 £ 01
Rango 71 - 74) 71 - 7,3)
Liquido amnidtico
Claro 21/22 (95,5) 15/22 (68,2)
Meconial 1/22 (4,5) 7122 (31,8)
Destino recién nacido
Con madre partos 16/22 (72,7) 1/22 4,5)°
Cuidados minimos 5/22 (22,7) 16/22 (72,7)
Cuidados medios 0/22 (0) 4/22 (18,2)
Cuidados intensivos 1/22 (4,5) 1/22 (4,5)
Mortalidad 0/22 (0) 0/22 (0)
Peso (gramos) Media £ SD 3356,6 + 4556 28250 = 569,4°
Rango (2510 - 4240) (980 - 3640)
Percentil <10 1/22 (4,5) 3/22 (13,6)
>90 3/22 (13,6) 0/22 (0)
Dias de gestacion Media + SD 276,3 + 8,8 2654 + 195°
Rango (258 - 290) (196 - 288)

? p<0,05 Control vs. pareja con al menos un miembro seropositivo para VIH.
e p<0,001 Control vs. pareja con al menos un miembro seropositivo para VIH.
° p<0,01 Control vs. pareja con al menos un miembro seropositivo para VIH.
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4. Resultados de Reproduccidon Asistida en parejas VIH,
VHC y VHB.

4.1 Andlisis de la demanda.

En la Tabla 25 se presenta el total de parejas con hombre seropositivo para
VIH, VHC y/o VHB que han solicitado TRA en nuestro centro, las parejas no
incluidas y el motivo de exclusiéon. En total fueron descartadas 36 parejas: dos
hombres consumian drogas de forma activa, tres no tenian adherencia al TARGA,
dos hombres tenian alguna infeccién oportunista, 5 mujeres eran mayores de 40
afios y en 24 parejas el semen no fue apto para lavado. No se observaron
diferencias significativas en el numero de parejas excluidas, ni en el motivo de

exclusion.

En la Tabla 26 se observa el numero de total de ciclos realizados por afo,
este numero se ha ido incrementando anualmente. El porcentaje medio anual de
ciclos realizados en parejas con EIT respecto al total de ciclos realizados en el
SSPA fue de 0,69% (excluyendo el afio 2005). Como era de esperar la demanda
tedrica estimada de ciclos de TRA por afio en varones con EIT fue mucho mayor a
partir de datos de poblacion general que de parejas subfértiles, pues en la primera
situacion se incluye ademas de las parejas subfértiles, a las parejas fértiles con

esterilidad voluntaria (Tabla 27).

Al comparar la media anual de parejas atendidas en la Unidad de
Reproduccién con la demanda tedrica anual estimada de la poblacidon general y de
la poblacion subfértil se observa que, en el caso del VIH es una cuarta parte de la
estimada de la poblaciéon general y que se atendi6 el triple de parejas de las

estimadas a partir de la poblacion estéril.

Sin embargo, los ciclos realizados en parejas con hepatitis representan una
pequeia parte de los ciclos estimados a partir de la poblacion general y

aproximadamente la quinta parte de lo estimado para parejas subfértiles.
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4.1.1 Variables que influyen en la demanda.

El porcentaje de varones inmigrantes dentro del grupo de varones con EIT
atendidos en nuestra unidad se muestra en la Tabla 28, observandose un

porcentaje similar al porcentaje de inmigrantes en los varones con EIT en Espafa.

Aunque se observa una tendencia a un mayor porcentaje de ciclos
realizados en parejas con residencia proxima a la Unidad de Reproduccién (< 200

km), ésta no fue estadisticamente significativa (Tabla 29).
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Tabla 25: Parejas solicitantes de TRA en el HUVN.

VIH VHC VHB TOTAL
n % n % n % n %
Parejas solicitantes de TRA 51 36 38 125
Media anual aprox. (4 afios) 13 9 9 31
Parejas no incluidas 18 (53,3) 15 (41,7) 3 (7,9) 36 (28,8)
Mujer >40 afios 1 (5,6 2 (13,3) 2 (66,7) 5 (13,9)
Abuso drogas 1 (56 1 (6,7) 0 (0) 2 (5,6)
Infeccién oportunista 1 (56 1 (6,7) 0 (0) 2 (5,6)
No adherencia a TARGA 3 (16,7) 3 (8,3
Semen no apto para
ot ptop 12 (66,7) 11 (73,3) 1 (33,3) 24 (66,7)
Semen no apto post-lavado 0 (0) 0 (0) 0 ©) 0 (0)

Tabla 26: Numero total de ciclos realizados en el Sistema Sanitario Publico
de Salud de Andalucia.

Ciclos totales de  Ciclos de TRA realizados a varones con Total
Afo TRA EIT
VIH VHC VHB
n % n % n % n %

2005 4121 1 (0,02) 0 (0,00) 2 (0,05 3 (0,07)
2006 5329 9 (0,17) 10 (0,19) 11 (0,21) 30 (0,56)
2007 6314 6 (0,10) 17 (0,27) 12 (0,19) 35 (0,55)
2008 6654 21 (0,32) 7 (0,11) 16 (0,24) 44 (0,66)
2009 6267 24 (0,38) 14 (0,22) 23 (0,37) 61 (0,97)
Total 28685 61 (0,21) 48 (0,17) 64 (0,22) 173 (0,60)

Tabla 27: Demanda tedrica anual de parejas con varén con EIT y deseos
reproductivos

Media anual

Estimacién a partirde  Demanda a partir de :
observada parejas

la poblacién general la poblacién subfértil o =
solicitantes/ano
VIH 49 (4/1) 4 (1/3) 13
VHC 1021 (113/1) 75 (8/1) 9
VHB 484 (54/1) 35 (4/1) 9

Los numeros entre paréntesis son los ratios pareja tedrica/observada (Ej.: una ratio 4/1
significa que por cada 5 parejas que en teoria demandaria atencion sélo se atendié una pareja)
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Tabla 28: Prevalencia de hombres inmigrantes con EIT atendidos en nuestra
Unidad de Reproduccién.

% de % de varones
inmigrantes en inmigrantes
los varones con atendidos en
EIT en Espafia nuestra Unidad
VIH 12% (Castilla and Guevara, 2009) 7151 13,7% (5,7-26,2)
VHC 3% (European Centre for Disease 2/38  5,3% (0,7-17,8)

Prevention and Control, 2010)

(European Centre for Disease

VHB 20% Prevention and Control, 2010)

4/40  10%  (2,8-23,7)

Valores entre paréntesis: IC al 95% del porcentaje de varones inmigrantes atendidos en
nuestra Unidad.

Tabla 29: Niumero de ciclos realizados en parejas con EIT segun su localidad
de residencia.

Ciclos Ciclos
VIH hepatitis

<200km
Granada 18 32

Jaén 3 8

Malaga 14 9
Almeria 3 16

TOTAL 38 62% 65 58%
>200km
Coérdoba 0 9

Sevilla 18 15

Cadiz 2 16

Huelva 3 7

TOTAL 23 38% 47 42%

NS
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4.2 Calidad seminal y los resultados de lavado de semen en

parejas que se someten a TRA.

Se recogieron 116 muestras, de ellas pudieron ser lavadas: 43 que
procedian de hombres seropositivos para VIH (29 muestras procedian de hombres
que eran también seropositivos para VHC, 2 muestras de hombres positivos para
VHB y 2 muestras de hombres positivos para ambos VHC y VHB), 33 que
pertenecian a hombres seropositivos para VHC (1 muestra provenia de un hombre
también positivo para VHB) y 7 que procedian de hombres seropositivos para
VHB. Como hemos comentado anteriormente, no pudieron ser lavadas 33
(28,44%) de estas muestras (procedentes de 27 hombres) debido a que eran
sémenes de baja calidad (14 pertenecientes a varones seropositivos para VIH, 18
para VHC y 1 para VHB) y 22 sémenes mas tampoco fueron lavados al pertenecer
a hombres seropositivos para VHB y estar sus mujeres inmunizadas para esta
infeccién. Ninguna de las muestras lavadas resultd positiva a la deteccion de
particulas viricas post-lavado. No se ha encontrado ninguna diferencia en las
caracteristicas y habitos toxicos actuales del vardn ni en la proporcion de muestras

no aptas entre los distintos grupos (Tabla 30).

4.2.1 Caracteristicas seminales dependiendo de la infeccion.

La comparacion de la calidad de semen entre hombres seropositivos y
controles esta reflejada en la Tabla 31. No se encontraron diferencias significativas
en el volumen seminal, concentracion y numero de espermatozoides totales en el
eyaculado entre varones seropositivos y el grupo control. Estos valores estan por

encima de valores de referencia considerados por la OMS (1999).

Comparado con el grupo control la movilidad progresiva esta disminuida de
forma significativa en varones solo VIH seropositivos (28,7% + 13,6 vs 44,7% *
9,5; p<0,001) y VIH/VHC (34,5% * 13,7 vs 44,7% + 9,5; p<0,001). Las formas
normales de los tres grupos con EIT: VIH (7,5% + 3,0 vs, 11,2% % 4,5; p<0,001),
VHC (6,7% + 1,9 vs, 11,2% + 4,5; p<0,001) y VHB (7,8% % 3,7 vs, 11,2% % 4,5;
p<0,01) esta significativamente disminuida respecto al grupo control. En lo que
respecta a la concentracion post-lavado en hombres con VIH se recuperaba
significativamente menos espermatozoides que en hombres con VHC (3,0 + 3,4 vs,

5,7 £ 8,0 millones de espermatozoides por mL; p<0,05).
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4.2.2 Correlacion entre la infeccién por VIH y los parametros seminales.

El test de correlacion de Spearman (Tabla 32) demuestra una significativa
correlacion negativa (r=-0,72, p=0,0001) entre la duracion de la enfermedad y la

movilidad no progresiva (C).

La Tabla 33 muestra que no hay ninguna diferencia significativa en ningun
parametro seminal entre muestras de hombres cuyo recuento de células CD4 era
menor o mayor de 450 células/pL en varones positivos para VIH. Tampoco se
encontré ninguna diferencia significativa en estos parametros si el hombre estaba
tomando tratamiento antirretroviral de gran actividad, ni si la carga viral era

detectable o no.

En cuanto a los varones seropositivos para VHC y VHB, se estudid si
existia alguna correlacion entre los parametros seminales y la carga viral

sanguinea, no encontrandose ninguna correlacion significativa.
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Tabla 30: Caracteristicas y habitos toxicos de hombres seropositivos para VIH, VHC y/o VHB.

VIH VHC (n=33) VHB (n= 29)
VIH (n=12) VIH/VHC (n=31) Total VIH (N=43)
Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD
Edad (afios) 396 + 6,3 39,8 + 52 398 + 5,6 39,7 + 55 364 + 3.8
(28 - 55) (29 - 50) (28 - 55) (32 - 50) (26 - 44)
Hepatitis C, n (%) 31 (72,1)
Hepatitis B, n (%) 2 (16,7) 2 (6,5) 4 (9,3) 1 (3,0)
Diagnostico VIH/VHC/VHB (afios) 6,8 + 44 14,7 + 54 6,5 + 21 17,0 + 6,1 10,3 + 85
2 - 14) (7 - 25) 5 - 8) (10 - 21) 4 - 20)
En tratamiento con TARGA, n (%) 9 (75) 26 (83,9) 35 (81,4)
Tratamiento para VHC, n (%) 5 (16,1) 5 (16,1) 6 (18,2)
Tratamiento para VHB, n (%) 0 0) 0 0) 0 0) 0 0) 0 0)
Carga viral (Ul/mL)* 31964,5 + 60725,0 15550,0 + 18107,2 23757,3 + 42401,2 2961555,2 + 3664885,3 1837,5 + 2577,3
(139 - 123000) (68 - 123000) (68 - 123000) (1071 - 15937448) (17 - 10481,1)
Carga viral no detectable VIH, n (%) 8 (66,7) 27 (87,1) 35 (81,4)
Carga viral no detectable VHC, n (%) 8 (25,8) 8 (25,8) 2 6,1)
Carga viral no detectable VHB, n (%) 2 (100) 1 (50) 3 (75) 0 (0) 7 (24,1)
Recuento de células CD4(mm3) 699,5 + 3771 558,1 + 279,3 5952 + 3094
(382 - 1654) (55 - 1013) (55 - 1654)
Fiebre reciente 2 (16,7) 4 (12,9) 6 (14,0) 4 (12,1) 7 (24,1)
Consumo de tabaco, diario 6 (50) 14 (45,2) 20 (46,5) 12 (36,4) 14 (48,3)
Consumo de alcohol, semanal 4 (33,3) 9 (29) 13 (30,2) 16 (48,5) 16 (55,2)
Caracteristicas seminales
Estacién
Octubre-Marzo 4 (33,3) 9 (29,0) 13 (30,2) 20 (60,6) 11 (37,9)
Abril-Septiembre 8 (66,7) 22 (71,0) 30 (69,8) 14 (42,4) 26 (89,7)
Duracién de la abstinencia 32 + 04 30 £ 0 30 = 0,2 29 + 03 3 £+ 04
G -4 G -3 G -4 2 -3 2 -4

* Carga viral de VIH en copias/mL
(valor minimo- valor maximo)
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Let



Tabla 31: Parametros seminales en funcién de la enfermedad infecciosa transmisible.

VIH
VIH (n=12) VIH/VHC (n=31) Total VIH (n=43) VHC (n=33) VHB (n=29) Control (n=45)
Parametros seminales Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD Media + SD
Volumen (mL) 29 + 15 31 + 16 31 £ 15 25 + 13 29 + 16 30 £+ 12
(1,3 - 6,0) 1,1 - 7,0 1,1 - 7,0 0,7 - 6,0) 1 - 65) 15 - 7.2
Concentracion (10 ° spz/mL) 75,6 + 92,6 526 + 61,0 59,2 + 71,0 63,0 + 60,8 55,4 + 50,6 52,6 + 39,8
(0,8 - 3250) (1,5 - 330,0) 0,8 330,0) (1,92 314,0) (0,6 225,0) (10 160,0)
Numero total de espermatozoides en el eyaculado(1063pz) 184,6 + 2297 150,3 + 139,6 160,3 * 168,5 152,3 + 125,5 142,5 + 108,6 153,7 + 128,5
4 - 8125) (6 - 495,0) 4 - 8125) (7 - 533,8) (1,2 - 3375) (15 - 592,0)
Movilidad total 471 £ 16,8 48,7 + 122 483 + 135 51,7 £ 13,1 559 + 12,9 584 + 9,0
(15 - 65) (10 - 70) (10 - 70) (15 - 70) (25 - 70) (40 - 80)
A 10,1 + 8.3 134 = 95 125 + 9.2 20,2 + 14,1 232 + 144 216 £ 11,1
(0 - 25) (0 - 40) (0 - 40) (0 - 50) (0 - 50) (5 - 50)
B 186 £ 7,1 211 £ 85 20,5 + 8,2 188 + 75 195 + 84 231 + 7,6
5 - 30) 5 - 40) (5 - 40) (10 - 35) (10 - 35) (10 - 40)
A+B 28,7 + 13,6° 34,5 + 13,7b 33,0 + 13,7 389 + 13,8 42,7 £ 14,5 44,7 £ 95
(5 - 50) (5 - 55) (5 - 55) (10 - 60) (10 - 60) (20 - 60)
C 208 + 7,8 14,4 = 8,0 16,0 + 8,4 13,1 + 5,6 139 + 6,7 13,56 + 56
(10,0 - 39) (5,0 - 40) (5,0 - 40) (5,0 - 30) (5,0 - 30) (5,0 - 30)
Formas normales (%) 90 + 1,7 6,6 + 34 75 3,0c 6,7 % 1,9d 78 % 3,7'3 11,2 = 45
7 - 1) 1 - 11) 1 - 11) 4 - 9 1 - 19) 2 - 24)
Concentration post-lavado (10° spz/mL) 34 £+ 38 29 + 3.2 30 + 34 57 % 8,0t 3,1 £ 43
0,1 - 13,6) 0,1 - 13,6) 0,1 - 13,6) 0,1 - 384) (0,02 - 8)
Movilidad progresiva post-lavado (%) 75,7 + 271 68,6 + 24,6 704 + 249 63,1 + 223 80,0 + 17,3
(15 - 90) (12 - 95) (12 - 95) (25 - 95) (60 - 90)
Concentracion post swim-up (muestras no lavadas, 10°spz/mL) 55 + 3,5 11,3 + 18,8
(30 - 8) 1,1 - 102)
Movilidad progresiva post swim-up (muestras no lavadas, %) 825 + 150 85,7 + 83
(90 - 90) (50 - 90)
Positivo para VIH-ARN / VHC-ARN / VHB-ADN 0 0 0 0 0

2 p<0,001 en VIH vs, Control, > p<0,001 en VIH\VHC vs, Control, ¢ p<0,001

en Total VIH vs, Control, d p<0,001 en VHC vs, Control, © p<0,01 en VHB vs,

Control, ' p<0,05 VIH vs, VHC.
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Tabla 32: Correlacion entre los parametros seminales y los marcadores de enfermedad para VIH (Test de Spearman).

Recuento de Duracion de la

células CD4 Carga viral enfermedad
Coeficiente Coeficiente Coeficiente
de de de
correlacién P correlacion P correlacion P
(valor r) (valor r) (valor r)
Volumen (mL) 0,20 NS -0,38 NS 0,17 NS
Concentracién (x 10 ¢ spz/mL) 0,00 NS 0,22 NS -0,27 NS
Numero total de espermatozoides en el
eyaculado (x 10° spz) 0,05 NS 0,02 NS -0,22 NS
Movilidad total -0,14 NS 0,24 NS 0,04 NS
A -0,09 NS 0,20 NS 0,39 NS
B 0,17 NS 0,22 NS 0,26 NS
A+B -0,02 NS 0,28 NS 0,33 NS
C -0,01 NS -0,06 NS -0,72 0,0001 *
Formas normales (%) -0,39 NS 0,19 NS 0,47 NS
Post-preparaciéon NS NS
Concentracién post-lavado (x 10°
spz/mL) 0,16 NS 0,33 NS -0,07 NS
Movilidad progresiva post-lavado (%) 0,20 NS -0,13 NS -0,03 NS

* La correlacion es significativa al nivel 0,0001.
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Tabla 33: Analisis de los pardmetros seminales en funcion de la carga viral, recuento de células CD4 y uso de tratamiento
antirretroviral de alta actividad (TARGA) en pacientes sometidos a TRA.

Carga viral Recuento de células CD4 TARGA
Detectable Indetectable <450 cels./uL >450 cels./uL Si o]

Volumen (mL) 20 £ 0,7 3,3 £ 16 26 £ 1,0 34 £ 17 3,2 £ 16 1,9 £ 0,3
Concentracién (x 10 ¢ spz/mL) 64,1 + 38,6 58,1 = 77,1 423 + 354 69,6 + 850 59,2 + 745 555 + 39,2
Nuamero total de espermatozoides en el
eyaculado (x 10° spz) 124,2 + 85,7 169,1 + 183,0 100,9 + 82,6 198,3 + 198,0 166,5 + 176,8 1157 + 86,8
Movilidad total 53,7 £+ 10,3 47,0 + 13,9 50,0 + 14,4 47,2 + 13,1 475 + 13,3 54,2 + 13,2

A 15 + 7,1 11,9 = 9,7 15,3 + 101 10,8 + 84 121 + 94 158 + 74

B 25 £ 8,0 19,4 £+ 8,0 20,3 £+ 94 206 = 75 20,3 £ 8,5 21,7 £ 5,2

A+B 40 £ 96 31,2 £ 14,1 356 + 13,8 312 + 13,7 323 £ 13,9 38,0 = 125

C 13,75 + 5,8 16,6 + 8,9 14,7 + 7,8 16,9 + 8,7 16,1 + 8,8 16,7 + 4,1
Formas normales (%) 8 + 41 74 + 27 80 + 0,8 74 + 3,5 74 + 27 74 + 3,8
Post-preparacion

Concentracién post-lavado (x 10°

spz/mL) 40 + 21 28 + 3,6 24 + 21 34 = 39 3,0 £ 3,5 33+ 14

Movilidad progresiva post-lavado (%) 717 + 214 701 + 26,3 686 + 261 714 + 250 71,7 + 245 53,3 + 2572

NS
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4.3. Control de calidad externo para la cuantificacion de VIH
ARN.

4.3.1 Tipos de ensayos utilizados para cuantificar VIH-1.

Los 18 laboratorios participantes recibieron los 2 paneles y 16 de ellos
enviaron sus resultados al centro coordinador. Dentro de estos 16 laboratorios, 14
testaron la presencia de ARN VIH-1 en plasma seminal y otros 14 testaron ARN
VIH-1 en las células seminales. De los 16 laboratorios, 15 cuantificaron ARN VIH-1
en las muestras seminales y otro sélo realizé un test cualitativo. Ocho laboratorios
utilizaron una adaptacion del HIV-1 Cobas® Ampliprep®/TagMan® assay (Roche
Diagnostics), de estos laboratorios 4 utilizaron el kit de extraccién TNAI, 3 utilizaron
el kit de extraccion CAPCTM y un laboratorio lo realiz6 mediante extraccion
manual. Tres laboratorios utilizaron el HIV-1 Cobas® Monitor® assay (Roche
Diagnostics), 3 utilizaron a RealTime™ HIV assay (Abbott Diagnostics), uno utilizo
una adaptacion de NucliSENS EasyQ® HIV assay (Biomérieux) y otro utilizdé una

técnica desarrollada personalmente con PCR en tiempo real (Tabla 34).

Los andlisis utilizados se diferenciaban en el volumen de muestra extraido
(de 200 a 1000 pL), la técnica de extraccion, el porcentaje de ARN extraido que
era amplificado (de 20 a 100%) y la region del genoma de VIH-1 amplificado.
Todas las técnicas utilizaban un control interno para detectar inhibidores de la
PCR. Las técnicas utilizadas para detectar ARN VIH-1 en células seminales eran
muy similares a las utilizadas para plasma seminal. Todos los analisis detectaron

ARN VIH-1. Sdlo los protocolos utilizados en el laboratorio 2 y 8 eran idénticos.

4.3.2 Detecciéon de ARN VIH-1 en plasma seminal.

Un total de 14 (77%) laboratorios enviaron sus resultados. En la Tabla 35 se
muestran los resultados cualitativos. Se detecté ARN VIH-1 en todas (100%) de las
muestras que contenian 1000 copias de ARN/mL. Esta tasa de deteccién
disminuyo conforme disminuia la concentracién en ARN de las muestras, a 79% en
muestras de 500 copias de ARN/mL, a 71% en muestras de 200 copias de
ARN/mL y a 50% en muestras de 100 copias de ARN/mL. Las tasas de deteccion
para las dos muestras que contenian 500 copias de ARN/mL fueron las mismas,
aunque dos centros dieron resultados discordantes. No se detect6 ARN VIH-1 en

las muestras negativas.
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Los resultados de 13 centros que proporcionaron resultados cuantitativos se
muestran en la Tabla 36. Los valores medios de cuantificacion fueron expresados
como logaritmos: 2,92 (objetivo 3,00), 2,66/2,69 (objetivo 2,70), 2,54 (objetivo 2,30)

y 2,03 (objetivo 2,00), con coeficientes de variacion de 8-14%.

La media de reproductibilidad (diferencia entre las medias de las dos
muestras de 500 copias/mL) fue 0,52 Log copias/mL, y de los 8 laboratorios que

proporcionaron resultados de muestras iguales fue de 0,21 Log copias/mL.

4.3.3 Deteccion de ARN VIH-1 en células seminales.

Un total de 14 (77%) laboratorios mandaron sus resultados. Los resultados
cualitativos se presentan en la Tabla 37. La tasa de deteccién de ARN VIH-1 fue
de 93% para las muestras que contenian 1000 copias/mL, 86% para las muestras
que contenian 500 copias de ARN/mL, 71% para las muestras de 200 copias de
ARN/mL y 93% para 100 copias de ARN/mL. No se detect6 ARN VIH-1 en las
muestras negativas. Dos resultados no se pudieron interpretar debido a que no se

detectd su control interno.

Los resultados de 12 centros que mandaron resultados cuantitativos se
muestran en la Tabla 38. Los valores medios de cuantificacién expresados como
logaritmos son: 2,89 (objetivo 3,00), 2,77 (objetivo 2,70), 2,39 (objetivo 2,30) y 2,02

(objetivo 2,00) con coeficientes de variacion 9-25%.

Irene Molina Gonzdlez



Tabla 34: Caracteristicas principales de los andlisis utilizados para cuantificar VIH-1 en plasma y células seminales.

Centro
1 2 3 4 5 6 7 8
Cobas Cobas Cobas Cobas Cobas Cobas Cobas Cobas
Test utilizado
TagMan TagMan TagMan TagMan TagMan TagMan TagMan TagMan
Volumen testado (uL) 210 200 200 1000 1000 850 100 200
Control interno + + + + + + + +
L » AmpliPrep AmpliPrep AmpliPrep AmpliPrep AmpliPrep AmpliPrep AmpliPrep
Técnica de extraccion Manual
TNAI CAPCTM TNAI CAPCTM TNAI TNAI CAPCTM
Regién amplificada Gag Gag Gag Gag Gag Gag Gag Gag
Sensibilidad estimada
200 200 100 - 100-200 - - 200
(c/mL)
Sensibilidad estimada
. - 200 40 - 100-200 30 150 200
(c/10° células)
Centro
9 10 11 12 13 14 15 16
- Cobas Cobas Cobas . . . Nuclisens Home
Test utilizado RealTime RealTime RealTime
Monitor Monitor Monitor EasyQ made
Volumen testado (pL) 500 500 200 600 350 600 200 100
Control interno + + + + + + + +
Técnica de extraccion Manual Ampliprep Manual M2000 M2000 M2000 EasyMag Manual
Regién amplificada Gag Gag Gag
Sensibilidad estimada
50 100 20 100 120 100 - 20
(c/mL)
Sensibilidad estimada
- - 20 100 40 100 - 20

(c/10° células)
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Tabla 35: Resultados cualitativos de la deteccion de ARN VIH-1 en plasma

seminal.

Panel de muestras (copias/mL)

Centro 1,000 500 500 200 100 0
1 + + + + - -
2 + + + + + -
3 + + + + + -
4 + + + + + -
5 + + + + + -
8 + + + - - -
9 + + + - + -
10 + + + + + -
11 + + - + + -
12 + + - + - -
13 + - - - -
14 + + - - -
15 + - - - -
16 + - + - -

100% 79%  79%  71% 50% 0%

Tabla 36: Resultados cuantitativos para la deteccion de ARN VIH-1 en
muestras de plasma seminal y reproductibilidad calculada con 2,70 Log
copias/mL (testada dos veces). Para cada muestra se presenta valor medio,

desviacion estandar (SD) de la media y coeficiente de variaciéon (CV).

(valores objetivo en Log de copias de ARN VIH-1/mL)

Panel de muestras

Centros 300 270 270 230 2,00 Reproductibilidad
1 3,21 237 3,04 262 - 0,67
2 268 257 236 223 1,82 0,21
3 3,41 290 290 2,38 248 0,00
4 340 313 317 269 2,11 0,05
5 292 246 229 2,77 1,95 0,17
8 270 2,79 2,63 - - 0,16
9 274 254 253 - 1,86 0,01
10 3,11 297 260 2,75 1,81 0,38
11 2,77 245 - 234 2,26 1,15
12 299 2,72 - 2,55 - 0,82
13 2,95 - 3,03 - - 2,08
14 314 282 2,79 - - 0,03
15 2,41 - - 2,66 - -
Media 292 266 269 254 203 0,52
SD 0,27 0,21 0,28 0,20 0,28

93 9% 8% 10% 8% 14%
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Tabla 37: Resultados cualitativos para la deteccion de ARN VIH-1 en células

seminales.
Panel de muestras (copias/mL)
Centro 1,000 500 200 100 0
2 + + + + -
3 + + + + -
4 + + + + -
5 + + - + -
6 + + + + -
7 + + - + -
8 + + + + -
10 + + + + -
11 + + + + -
12 + + + + -
13 inin inin - + -
14 + + + + -
15 + - - -
16 + + + + -
93 % 86 % 71 % 93 % 0 %

Inin: ausencia de un control de amplificacion interno.

Tabla 38: Resultados cuantitativos para la deteccién de ARN VIH-1 en células
seminales. Para cada muestra se presenta valor medio, desviacién estandar

(SD) de la media y coeficiente de variacion (CV).

Panel de muestras

(valores objetivo en Log de copias de ARN VIH-1/mL)

Centro 3,00 2,70 2,30 2,00

2 3,06 2,86 2,41 2,00

3 3,45 3,16 2,68 2,25

4 2,88 2,79 2,28 1,60

5 2,19 2,04 1,15

6 2,53 2,87 2,11 1,41

7 1,67 2,88 2,98

8 3,07 2,58 2,04 2,23

11 3,10 3,02 2,50 2,31

12 3,15 2,63 2,51 2,31

13 1,88

14 3,01 2,86 2,55 2,06
15 3,62

Media 2,89 2,77 2,39 2,02

SD 0,56 0,31 0,22 0,50

cv 19% 11% 9% 25%
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4.4 Resultados de estimulacién ovarica e ICSI en parejas con

varones con EIT.

Fueron tratadas en la Unidad de Reproduccion del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves 93 parejas en total: 33 parejas con vardon seropositivo para
VIH (23 de los cuales eran seropositivos para VHC, uno para VHB y otro para VHC
y VHB), 23 parejas con hombre seropositivo para VHC (un hombre era también
seropositivo para VHB) y 37 parejas con varon seropositivo para VHB. Un 43,5%
(20 hombres) de los varones infectados con VHC, lo estaban con el genotipo 1, un
6,5% (3) con el genotipo 2, un 26,1% (12) con el genotipo 3 y un 23,9% (11) con el
genotipo 4. Las caracteristicas de las parejas que se sometieron a ICSI se

muestran en la Tabla 39.

Los resultados de nuestro programa de ICSI, segun la infeccién estan
recogidos en el Tabla 40. Se llevaron a cabo 173 ciclos en las 93 parejas. Se
cancelaron 26 ciclos (15%) antes de la puncion: 2 ciclos (7,7%) por la presencia de
un quiste, 19 ciclos (73,1%) debido a baja respuesta, 2 ciclos (7,7%) debido a que
las mujeres desarrollaron una hiperrespuesta, un ciclo (3,8%) por no frenacion
hipofisaria, otro ciclo (3,8%) por mala administracion del tratamiento y otra pareja
no se presento el dia de la punciéon. La media del porcentaje de fecundaciéon fue
55,8%, y el porcentaje de implantacion medio fue 15,6% para transferencias en

fresco y 33,8% para embriones descongelados.

No hubo diferencias significativas en el numero de ovocitos recolectados,
en el numero de ovocitos maduros, la tasa de fecundacién, el numero de
embriones transferidos y el numero de embriones criopreservados por puncion
entre las diferentes enfermedades infecciosas. Dos mujeres no tuvieron

transferencia en fresco debido a SHO vy a cistitis.

No se encontraron diferencias significativas entre las parejas con varén
seropositivo para VIH, VHC y VHB en ninguno de los parametros evaluados
respecto a la calidad ovocitaria y embrionaria. Los resultados de la evaluacién
ovocitaria y de la evolucién embrionaria en D+1, D+2 y en D+3 (para los embriones
que no eran transferidos en D+2) se observan en las Tabla 41, Tabla 42, Tabla 43
y Tabla 44, respectivamente. So6lo se evalud el desarrollo embrionario de los

cigotos que habian mostrado dos pronucleos y dos corpusculos polares.
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En total se consiguieron un total de 38 gestaciones clinicas (22% por ciclo y
40,9% por pareja), la tasa de aborto fue de 26,3% (Tabla 45). No se observo
ninguna muerte intrauterina. La tasa de gestacion multiple fue del 21,4%. Como
resultado hubo 34 nacimientos (22 de gestacion unica y 6 gemelares) (Tabla 46),
de los cuales 8 fueron prematuros (<37 semanas), la mayoria procedentes de
gestaciones multiples. Un neonato presento prematuridad extrema (<32 semanas),
6 nacieron con bajo peso (<2500 gramos) y uno con muy bajo peso (<1500
gramos). La tasa de fecundacién y gestacion, y los resultados obstétricos y
neonatales entre los distintos grupos con EIT no mostraron diferencias

significativas.

No se encontrd ninguna seroconversion en los 34 recién nacidos (testados
al nacimiento y a los 3 meses de edad), ni en las 93 mujeres tratadas con semen

lavado durante el programa de TRA.

Aunque no han sido incluidas las parejas serodiscordantes con mujer
seropositiva para EIT debido al bajo numero, durante el periodo estudiado se
realizaron 5 ciclos en 3 parejas con mujer seropositiva para VIH, 10 ciclos en 7
parejas con mujer seropositiva para VHC y 26 ciclos en 15 parejas con mujer

seropositiva para VHB.
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Tabla 39: Caracteristicas de las parejas con varén con EIT que se sometieron a TRA.

8€T

VIH n =33 VHC n= 23 VHB n= 37

Media + SD Rango Media + SD Rango Media * SD Rango
Muier:
Edad (afios) 346 £ 4,1 25 - 40 342 + 28 29 - 39 340 + 38 26 - 40
VIH, n (%) 2 6,1)
Hepatitis C, n (%) 1 (3) 1 (4,3)
Hepatitis B, n (%) 0 (0) 0 (0)
Diagnostico VIH/VHC/VHB (afios) 6,5 + 21 5 - 8 5+ 0 5- 5
En tratamiento con TARGA, n (%) 2 (100)
Tratamiento para VHC, n (%) 0 0) 0 0)
Tratamiento para VHB, n (%) 0 0) 0 0) 0 0)
Carga viral (Ul/mL)* 376000 = O
Carga viral no detectable VIH, n (%) 2 (100)
Carga viral no detectable VHC, n (%) 0 (0) 0 (0)
Recuento de células CD4 (mm®) 666 + 57 662 - 670
Inmunidad VHB, n (%) 34 (91,9)
Hombre:
Edad (afios) 40,1 =+ 57 28 - 55 394 + 6,1 32 - 50 36,4 + 3,8 26 - 44
Hepatitis C, n (%) 23 (69,7)
Hepatitis B, n (%) 2 6,1) 1 (4,3)
Diagnostico VIH/VHC/VHB (afios) 11 = 48 2 - 19 17 = 6,1 10 - 21 10,3 + 8,5 4 - 20
En tratamiento con TARGA, n (%) 28 (84,8)
Tratamiento para VHC, n (%) 3 (13,0) 3 (13)
Tratamiento para VHB, n (%) 0 0) 0 0) 0 0)
Carga viral (Ul/mL)* 31631,5 + 471104 68 - 123000 3367025,6 + 4075433,2 1071 - 15937448 1837,5 + 2577,3 17 - 104811
Carga viral no detectable VIH, n (%) 27 (81,8)
Carga viral no detectable VHC, n (%) 7 (30,4) 3 (13)
Carga viral no detectable VHB, n (%) 1 (50) 1 (100) 7 (18,9)
Recuento de células CD4 (mm®) 569,3 + 296,6 109 - 1654

* Carga viral de VIH en copias/mL
NS



Tabla 40: Resultados de ciclos de ICSI en parejas con vardn con EIT.

VIH (n=33) VHC (n=23) VHB (n=37)
Media =+ SD Rango Media + SD Rango Media + SD Rango
Ne° de ciclos iniciados 61 48 64
Total FSH 2409,6 + 1153,8 1013 - 5550 2305 + 964,3 1275 4725 23155 + 8458 825 - 4875
Dias de estimulacion 112 + 27 7 - 22 10,7 2,2 7 16 106 + 1,9 8 - 18
Foliculos >17 mm 53 + 41 0 - 15 57 + 34 0 13 56 + 31 1 - 14
Pico de estradiol (pg./mL) 27606 + 14082 672 - 6816 2536,4 + 14171 759,8 6230 22146 + 13026 263 - 5240
LH (pico estradiol) 2,4 + 1,7 0,30 - 8 2,8 + 19 0,21 9 2,4 + 1,6 01 - 61
Coasting, n (%) 5 8,2 1 (2,1) 0 (0)
Dias de coasting 18 + 13 1 - 4 5 + 0 5 5
N° de punciones 48 43 56
Tasa de cancelacion, n (%) 13 (21,3) 5 (10,4) 8 (12,5)
N° ovocitos recogidos por puncién 106 + 6,1 - 23 9,4 + 4.6 0 20 9,5 + 5.2 - 19
N° de ovocitos maduros para ICSI por puncién 8,5 + 54 - 20 7,6 + 41 0 15 75 + 44 - 18
N° de ovocitos normalmente fertilizados por puncién 46 + 36 - 17 41 + 29 0 12 45 + 34 0 - 15
Tasa de ovocitos normalmente fertilizados por puncién, (%) (546) + (29,1) (0) - (100) (523) = (211) (0) (100) (605) =+ (284) (0) - (100)
Transferencia embrionaria
Puncién sin suficientes embriones para transferencia en fresco, n (%) 6 (12,5) 5 (11,6) 3 (5,4)
N° de embriones transferidos por transferencia 19 =+ 04 1 - 3 21 £+ 05 1 3 20 £ 05 1 - 3
Tasa de implantacion con embriones en fresco (%) (13,2) (16,9) (16,8)
Tasa de implantacion con embriones descongelados (%) (22,2) (0) (45,5)
Ciclos con criopreservacion
CPrui(r)lglrc:;ee?v t;z?éitffrl]c(l;r:)tes embriones para transferencia en fresco y 7 (14,6) 5 (116) 12 21.4)
Punciones con criopreservacion (sin transferencia en fresco), n (%) 2 4,2 0 (0) 0 (0)
NUmero de embriones criopreservados por criopreservacion, n 19 + 0,4 1 - 3 1,4 + 0,9 1 3 2,8 + 2 1 - 8
Numero de embriones descongelados, n (%) 19 (59,4) 5 (71,4) 16 (48,5)
e e e ersicos s o W 2 @ TCE
SHO, n (%) 1 (1,6) 0 0) 0 (0)
NS
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Tabla 41: Evaluacion de los ovocitos MIl obtenidos en parejas con varon con
EIT que se sometieron a TRA.

VIH (n=410) VHC (n=317) VHB (n=407)

n (%) n__ (%) n_ (%)
Granulosidad central 26 (6,3) 18  (5,7) 28  (6,9)
Reticulo endoplasmico liso 0 (0)] 1 (0,3) 2 (0,5)
Vacuolas 8 (2,0) 7 (2,2) 10 (2,5
Inclusiones citoplasmaticas 4 (1,0 4 1,3 1 0,2
Exudados en el espacio perivitelino 8 (2,0) 5 (1,6) 7 a,7
Anomalias de la zona pellcida 26 (6,3) 20  (6,3) 23 (57)
Espacio perivitelino aumentado 26 (6,3) 21  (6,6) 28  (6,9)
Alteraciones del corpusculo polar 4 (1,0 2 (0,6) 3 0,7

NS

Tabla 42: Evaluacion embrionaria D+1 en parejas con varon con EIT que se
sometieron a TRA.

VIH (n=410)  VHC (n=317)  VHB (n=407)

n (%) n (%) n %
Resultados de fecundacion
OPN 166  (405) 128  (40,4) 141  (34,6)
1PN 7 1,7 5 (1,6) 7 7
3PN 18 (4,4) 14 (4,4) 18 (4,4)
2PN 219 (53,4) 170 (53,6) 241 (59,2)
Z1 62 (28,3) 50 (29,4) 69 (28,6)
Z2 70 (32,00 54 (31,8) 77 (32,0)
Z3 41 (18,7) 27  (15)9) 43 (17,8)
Z4 46 (21,00 39 (22,9) 52 (21,6)
Degeneracién 29 (7,1) 22 (6,9) 28 (6,9)
Halo citoplasmatico 0 0) 0 (0)] 0 (0)]

Division temprana
% cigotos div./fecundados 29 (13,2) 24 (14,1) 29 (12,0)
NS
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Tabla 43: Evaluacion embrionaria D+2 en parejas con varon con EIT que se
sometieron a TRA.

VIH (n=219)  VHC (n=170)  VHB (n=241)

n (%) n (%) n (%)

Clasificacién embrionaria
Tipo | 111 (50,7) 85 (50,0) 122 (50,6)
Tipo Il 7 (3,2) 4 (2,4) 7 (2,9)
Tipo I 85 (38,8) 68 (40,0) 93 (38,6)
Tipo IV 9 4,2) 6 (3,5) 10 (@41
Tipo V 7 (3,2) 7 (4,1) 9 (3,7
Anomalias especificas
Vacuolas 8 (3,7 6 (3,5 8 (3,3
Multinucleacion 6 2,7 4 (2,4) 8 (3,3

Binucleacién 6 2,7 4 (2,4) 8 (3,3

Micronucleacion 0 0) 0 0) 0 0)
Compactacion temprana 0 (0)] 0 (0) 0 ()]
Anillo acitoplasmatico 2 (0,9) 2 1,2) 1 0,4)
Moteado 0 (0)] 0 (0)] 1 (0,4)

Tabla 44: Evaluacion embrionaria D+3 en parejas con varon con EIT que se
sometieron a TRA.

VIH (n=180)  VHC (n=132)  VHB (n=190)

n (%) n (%) n (%)

Clasificacién embrionaria
Tipo | 81 (45) 56  (42,4) 83 (43,7)
Tipo I 11 (6,1) 9 (6,8) 11 (5,8)
Tipo 111 72 (40) 54 (40,9) 78 (411)
Tipo IV 11 (6,1) 9 (6,8) 13 (6,8)
Tipo V 5 (2,8) 4 (3,0) 5 (2,6)
Anomalias especificas
Vacuolas 7 (3,9 5 (3,8) 7 (3,7
Multinucleacion 0 0) 0 0) 0 0)

Binucleacién 4 (2,2) 3 (2,3) 4 (2,1)

Micronucleacion 2 (1,1) 1 (0,8) 2 (1,2)
Compactacion temprana 0 (0)] 1 (0,8) 0 (0]
Anillo acitoplasmatico 0 0) 0 0) 2 1,2)
Moteado 0 (0)] 1 (0,8) 0 (0]
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Tabla 45: Tasas de gestacion en parejas con vardon con EIT que se sometieron a TRA.

VIH VHC VHB
n (%) n (%) n (%)
Tasa de gestacion clinica en fresco 8 10 14
Por ciclo de FIV (13,1) (20,8) (21,9)
Por puncién (16,7) (23,3) (25)
Por transferencia embrionaria en fresco (20) (27,0) (27,5)
Por pareja (24,2) (43,5) (37,8)
Tasa de gestacion clinica de descongelacion 2 0 4
Por ciclo de descongelacion (33,3) (0) (44.4)
Por transferencia embrionaria de descongelacién (40) (0) (66,7)
Tasa de gestacion clinica total 10 10 18
Por ciclo de FIV (16,4) (20,8) (28,1)
Por puncién (20,8) (23,3) (32,1)
Por transferencia embrionaria (22,2) (25,6) (31,6)
Por pareja (30,3) (43,5) (48,6)
Tasa de aborto 2 (20) 2 (20) 6 (33,3)
Embarazo ectépico 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Tasa de nacido vivo en fresco 7 8 9
Por ciclo de FIV (11,5) (16,7) (14,1)
Por puncién (14,6) (18,6) (16,1)
Por transferencia embrionaria de descongelacién (17,5) (21,6) (17,6)
Por pareja (21,2) (34,8) (24,3)
Tasa de nacido vivo en ciclo de descongelaciéon 1 0 3
Por ciclo de descongelacion (16,7) (0) (33,3)
Por embrién descongelado transferido (20) (0) (50)
Tasa total de nacido vivo 8 8 12
Por ciclo de FIV (13,1) (16,7) (18,8)
Por puncion (16,7) (18,6) (21,4)
Por transferencia embrionaria (17,8) (20,5) (21,1)
Por pareja (24,2) (34,8) (32,4)

NS
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Tabla 46: Datos del parto en parejas con varén con EIT que se sometieron a TRA.

VIH VHC VHB
Media + SD Rango Media + SD Rango Media + SD Rango
N° total de recién nacidos 10 10 14
N° total de partos 8 10 12
Unicos, n (%) 6 (75) 6 (75) 10 (83,33)
Gemelares, n (%) 2 (25) 2 (25) 2 (16,67)
Triples, n (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Tasa de gestacion mdltiple, n (%) 2 (25) 2 (25) 2 (16,67)
Parto vaginal, n (%) 6 (75) 3 (37,50) 9 (75)
Cesarea, n (%) 2 (25) 5 (62,50) 3 (25)
Parto a término (= 37 semanas gestacion), n 6 (75) 7 (87,5) 9 (75)
N° de recién nacidos, n (%) 8 (80) 8 (80) 9 (64,29)
Edad gestacional (semanas) 39 + 15 38 - 42 39 + 15 37 41 38 + 1 37 40
Peso al nacimiento (gramos) 29256 + 2630 2630 - 3315 2809 + 470,2 2150 3700 3376 + 353,7 2760 3890
Parto prematuro (<37 semanas gestacion), n 1 (12,5) 1 (12,5) 3 (25)
N° de recién nacidos, n (%) 1 (10) 2 (20) 5 (35,7)
Edad gestacional (semanas) 36 £ 0 36 - 36 34 + O 34 34 36 £+ 0,6 35 36
Peso al nacimiento (gramos) 2880 = 0 2880 - 2880 23425 + 343 2100 2585 2286 + 531,6 1840 3200
Muerte fetal, n (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Seroconversion materna, n (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Seroconversion nifio nacido, n (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Prematuridad extrema (<32 semanas)
N° de recién nacidos, n (%) 1 (10) 0 (0) 0 (0)
Bajo peso al nacimiento (<2500 gramos)
N° de recién nacidos, n (%) 0 0) 2 (20) 4 (28,57)
Peso al nacimiento (gramos) 2125 + 354 2100 2150 2057,5 + 169,2 1840 2215
Muy bajo peso al nacimiento (<1500 gramos)
N° de recién nacidos, n (%) 1 (10) 0 0) 0 0)
Peso al nacimiento (gramos) 750 + 0O 750 - 750

NS
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Se estima que en Espana, hasta en un 1% de las parejas en edad
reproductiva, uno o ambos miembros de la pareja padece una EIT (Castilla, 2001;
Riestra et al., 2001; Salleras et al., 2007).

En el caso concreto del VIH los avances en el tratamiento han supuesto una
mejora en la calidad y esperanza de vida de estos pacientes y ha convertido a la
infeccion por VIH en una enfermedad crénica en nuestro entorno. Muchos de estos
pacientes tienen una pareja estable y deseos de reproduccion que quieren
satisfacer. Desde que Semprini et al. (1992) realizara el primer lavado de semen
en 1992 las opciones disponibles para estas parejas incluyen, ademas de la

reproduccion natural, las técnicas de reproduccion asistida.

Diferentes sociedades cientificas coinciden en la necesidad de procurar
asistencia reproductiva a estas parejas con deseos de reproduccion (CDC, 2001;
Shenfield et al., 2004; FIGO, 2006; Matorras and Hernandez, 2007; ASRM, 2008;),
aunque no existe un criterio homogéneo (OMS-ONUSIDA, 2008; Vernazza et al.,
2008). Esta asistencia debe estar orientada a dar consejo reproductivo y reducir el
riesgo de transmision vertical y horizontal. Entre las posibilidades a las que pueden
optar estar parejas se encuentran: reproduccion natural con o sin PREP,

autoinseminacion y técnicas de reproduccion asistida.

Por todo lo anterior, nos hemos propuesto analizar las opciones
reproductivas tomadas y los riesgos asumidos por estas parejas en nuestro medio,
asi como determinar la eficacia de la reproduccion natural y la reproduccion
asistida como opcion para conseguir la gestacion. También hemos examinado la
accesibilidad de estos pacientes con EIT a las TRA en el SSPA y la eficacia de las

técnicas de cuantificacion de VIH en semen.

1. Opciones reproductivas en parejas con al menos un
miembro seropositivo para VIH.

El porcentaje de parejas con algun miembro seropositivo para VIH que
acuden regularmente a la consulta en la Unidad de Enfermedades Infecciosas del
Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de

Granada y que manifiesta deseos reproductivos es del 22%, similar al descrito por

Irene Molina Gonzdlez



148 Discusion

otros autores para este tipo de parejas que oscilé entre un 16-28% (Chen et al.,
2001; Panozzo et al., 2003; Frodsham et al., 2006; Heard et al., 2007).

Diferentes autores han descrito tasas muy bajas de parejas que optan por la
RN como método de concepcion. Da Silveira Rossi et al. (2005) describié que los
gestaciones naturales en mujeres con VIH era del 23%. Otro estudio refirio que un
12% de las mujeres y un 2% de los hombres seropositivos para VIH concibieron un
hijo después de su diagnostico para VIH (Schuster et al., 2000). En otro, el 12% de
las parejas admitieron haber tenido intentos de concepcién mediante relaciones
sexuales no protegidas durante el proceso de evaluacién para someterse a TRA
(Klein et al., 2003). Estas tasas son mucho menores que las obtenidas en nuestro
estudio, donde el 75,9% de las parejas optaron por RN. Nuestros resultados
coinciden con los de Ezeanochie et al. (2009) que refiri6 que un 73% de las
mujeres seropositivas para VIH prefieren RN frente a TRA como método de
conseguir la gestacion, o con los de otros autores que cifran las relaciones
sexuales no protegidas en parejas VIH entre un 54-63% (Del Romero et al., 2010).
Estas discrepancias pueden deberse a la época en la que fueron realizados estos
estudios, ya que los primeros corresponden todos a finales de los 90 y principios
de la década siguiente, y los ultimos han sido realizados 10 afios mas tarde. Estos
hallazgos demostrarian que se ha podido producir durante este periodo un cambio
en la percepcion del riesgo de transmisién sexual por RN en los pacientes con VIH
(Ezeanochie et al., 2009).

En este mismo sentido, apuntaria la observaciéon de que un elevado
porcentaje de parejas que optan inicialmente por TRA y que no tienen éxito,
intentan posteriormente conseguir gestacion por RN (100% en nuestro estudio y el
50% en el de Vernazza et al. 2006).

Por tanto, podemos concluir que actualmente la opcidén reproductiva mas
escogida por pacientes con VIH, tanto en primera como en segunda opcion, es la
RN.

Esto hace necesario que existan recomendaciones especificas para
minimizar los riesgos de transmision en las parejas que optan por RN. En esta
linea van las recomendaciones del Panel Espafiol de Estudio de Parejas VIH-

discordantes (Labarga et al., 2007) y de la SEF. Sin embargo, ni el proceso
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asistencial del VIH (Rivero et al., 2009), ni la Guia de Reproduccion Asistida del

SAS (Albusac et al., 2006) contemplan la RN como opcion en estas parejas.

2. Asuncion de riesgos en parejas con varon
seropositivo que demandan atencion reproductiva.

La primera publicacion que estudio los riesgos de contagio que asumen las
parejas serodiscordantes con vardn positivo y que estan en espera de TRA,
describi6 que alrededor de un 80% de las parejas asumian un riesgo mayor al 0%.
Este estudié no incluyé a parejas control, y solo estudiaba el riesgo que asumian al
someterse a TRA (van Leeuwen et al., 2008a). Segun nuestros resultados este
porcentaje no seria tan elevado (43%), aunque si es mayor que el observado en
las parejas control tanto por TRA como por RN. Las mujeres muestran, tal y como
observd también van Leeuwen et al. (2008), una tendencia a asumir mayores
riesgos que los hombres, lo cual puede deberse, como describen los autores
citados, a que para estas mujeres parece esencial ser capaces de procrear. Esto
se ha observado también en estudios en mujeres infértiles (Bayram et al., 2005;
Twisk et al., 2007). El hecho de que en los hombres era mas frecuente, que en las

mujeres, tener hijos previos también puede haber influido en esta tendencia.

Sorprende el hecho de que el riesgo que asumen las parejas es mucho
mayor al tedrico publicado para este tipo de parejas (1:100000) (Vernazza et al.,
2008) que se van someter a TRA. Esto, junto con que un 57% de las parejas
entrevistadas hayan tenido relaciones previas sin proteccion, un 43% asuman un
riesgo mayor que 0% mediante TRA y un 21,4% mediante RN, nos hace pensar
que un porcentaje considerable, aunque no mayoritario, de estas parejas han
tenido relaciones previas con objeto de concebir sin éxito y acuden a la Unidad de

Reproducciéon por un problema de subfertilidad.

El hallazgo de que las mismas parejas asuman mayor riesgo sometiéndose
a TRA para concebir, que teniendo relaciones naturales, puede ser debido a la
relacion directa entre coste y confianza de los pacientes en los tratamientos, que

ha sido descrita en otros campos de la salud (Waber et al., 2008).

Una de las limitaciones de los estudios sobre asuncion de riesgos es la
dificultad de su comprension por los pacientes, ya que la asimilacion de

informacion numérica no es facil (Keller and Siegrist, 2009). Se ha relacionado su
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comprension con la forma de expresar los riesgos. Asi, segun algunos autores esto
es mas facil si se expresa de forma grafica (Feldman-Stewart et al., 2000),
prefiriendo otros autores expresarlo en porcentaje (Yamagishi, 1997; Slovic et al.,
2000; Waters et al., 2006) o frecuencia (Gigerenzer and Hoffrage, 1995; Brase,
2002). No creemos que esto haya influido en nuestros resultados pues la
informacion de riesgos se dio a los pacientes en los tres formatos diferentes
comentados, tal y como recomiendan diferentes autores (Lipkus and Peters, 2009;
Peters et al., 2011).

3. Resultados de reproduccion natural en parejas con
VIH.

Esta totalmente establecido que la TARGA es altamente efectivo reduciendo
los niveles plasmaticos de ARN viral (Hammer et al., 1997), y que esto supone una
disminucién en la transmisién heterosexual (Hosseinipour et al., 2002; Castilla et
al., 2005; Del Romero et al., 2010) y vertical (European Collaborative Study, 2005).
Entre nuestras parejas se produjo la seroconversion de una mujer, lo que supone
una tasa de transmisién del 8,3%, su pareja no tenia buena adherencia a la
TARGA y poseia carga viral de 5580 copias/mL en la revision médica mas préxima
a la concepcion, este hecho confirma lo anteriormente citado, y coincide también
con lo publicado por Gray (2001) que no encontré seroconversiones en parejas
serodiscordantes en las que el miembro seropositivo tenia cargar virales menores

de 1500 copias/mL, pero si encontrd seroconversiones por encima de este valor.

Al igual que otros autores (Ryder et al., 2000; Semprini and Fiore, 2004;
Barreiro et al., 2006a), queremos destacar la importancia del consejo reproductivo
de estas parejas, previo a los intentos de reproduccién. Para esto es fundamental
evaluar el riesgo de cada pareja, en base al estudio de la fertiidad de ambos

miembros y la valoracién de la infeccion del miembro seropositivo.

Para asegurar una minimizacion del riesgo de transmisién, en parejas
serodiscordantes con deseos de reproduccién, el miembro seropositivo debe hacer
un buen seguimiento de su tratamiento con TARGA, no tener carga viral
detectable, asi como ninguna otra EIT que pueda favorecer la transmision sexual
(Vernazza et al., 2008). Estas parejas deben recibir orientacion médica por un

especialista, que les indique limitar los intentos de concepcion no protegidos a los
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dias fértiles, y en caso de no lograr concepcion en un periodo que en funcion de
los autores puede ir de 3-12 meses (Barreiro et al., 2006a; Labarga et al., 2007;
Vernazza et al., 2011), se debe valorar otra opcion reproductiva. Seria
recomendable el uso de PREP, como terapia complementaria, ya que a pesar de
los escasos datos disponibles, los resultados parecen ser alentadores, y con una

favorable relacion riesgo-beneficio (Matthews et al., 2010; Vernazza et al., 2011).

En nuestros datos, hemos encontrado una significativa influencia de la
infeccidén por VIH en la madre sobre el porcentaje de abortos previos, menor peso
al nacimiento y partos mas prematuros. Se realizaron mayor numero de controles
cardiotocograficos, por considerarse estos embarazos de mayor riesgo. Los recién
nacidos de madres seropositivas para VIH tuvieron partos mas dificultosos y como
consecuencia los recién nacidos requirieron mas cuidados pos-parto. Esto coincide
con lo descrito por el metaanalisis de Brocklehurst y French (1998), que incluye 31
estudios que comparan los resultados perinatales de mujeres seropositivas para
VIH, frente a mujeres control seronegativas, describiendo una posible asociacién
entre la infecciéon VIH y los resultados de abortos espontdaneos y perinatales
adversos. Aunque dichos autores mantienen que pueden existir factores no

controlados que pueden sesgar estos resultados.

La TARGA en las mujeres gestantes esta establecida tanto para el cuidado
de la salud de la madre como para la prevencion de la transmisién vertical (WHO,
2010a). Pero no se descarta que estos tratamientos tengan un efecto adverso
sobre la gestacién y el desarrollo fetal. Algunos estudios encuentran una
asociacion entre la proporcion de partos prematuros en mujeres tratadas con
Inhibidores de la Proteasa (European Collaborative Study, 2000; European
Collaborative Study, 2003; Cotter et al., 2006), mientras que otros no encuentran
esta relacion (Szyld et al.,, 2006; Kourtis et al.,, 2007; Patel et al.,, 2010). Sin
embargo, la terapia antirretroviral no parece tener ningun efecto sobre las
hospitalizaciones de los recién nacidos, muerte fetal y bajo peso al nacimiento
(Cotter et al., 2006; Powis et al., 2011)

También existe cierta controversia sobre si existe alguna influencia de la
inmunodepresién sobre los resultados adversos del embarazo. Hay autores
(European Collaborative Study, 2000) que establecieron el recuento de células

CD4 como buen predictor de la prematuridad, mientras que otros no han
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encontrado ninguna relacion analizando el recuento de células CD4, ni el estado
CDC (Cotter et al., 2006).

Se necesitan mas estudios que esclarezcan estos resultados y pongan de
manifiesto los factores que influyen en los peores resultados obstétricos que

hemos observado, en las gestantes seropositivas para VIH.

4. Resultados de reproduccion asistida en parejas
seropositivas para VIH, VHC y/o VHB.

A pesar de que la demanda de atencién a los deseos reproductivos
observada en el Sistema Sanitario Publico de Andalucia de parejas con varon
seropositivo para VIH es aproximadamente la cuarta parte de la estimada a partir
de la poblacion general, no creemos que exista un problema especifico de
accesibilidad a estas técnicas en estas parejas, ya que dicha ratio es similar que la
observada en ciclos de TRA entre centros publicos y privados en Espafa en
parejas sin EIT (Castilla et al., 2009). Ademas, a diferencia de lo descrito por otros
autores (Vernazza et al., 2006), en nuestro medio no se ha observado relacién
entre la distancia de residencia de la pareja al centro y el numero de ciclos TRA

realizados tanto para parejas con vardn positivo para VIH, como para hepatitis.

Otro factor que apoya la idea de que no existe un problema de accesibilidad
en parejas con varon positivo para VIH, es que no se observa diferencia en la
proporcion de varones inmigrantes con EIT atendidos en nuestra unidad de
reproduccion y la prevalencia de esta enfermedad en la poblacion inmigrante
general. Esta buena accesibilidad de pacientes inmigrantes con EIT,
especialmente VIH, al sistema publico en Espafa ha sido descrita en otros campos
de la salud (Caro-Murillo et al., 2009).

El haber encontrado que se atiende en nuestra unidad a mas parejas con
varon VIH que las estimadas a partir de la poblacion subfértil, indica que un
determinado porcentaje de parejas con varéon VIH acuden a la Unidad de
Reproduccién no por ser estériles, sino por tener VIH. Observacion que coincide

con lo descrito por otros autores (Bujan et al., 2004b; Nicopoullos et al., 2010b).

Este hecho puede hacer creer a los profesionales especializados de las
Unidades de Reproduccion, que las TRA son la opcion reproductiva mas escogida
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para las parejas con algun miembro VIH-positivo. Pero como hemos observado en
nuestro estudio de las opciones reproductivas escogidas por estas parejas, nada
mas lejos de la realidad, ya que estas parejas optan actualmente en su gran
mayoria por la RN. Por otra parte, el haber observado que las parejas atendidas
con varon con hepatitis es muy inferior al estimado a partir de la poblacion general
nos hace coincidir con Nicopoullos et al. (2010b) que la infeccidon para estas
parejas es un tema secundario. La mayoria de estas parejas solicitan TRA por ser

estériles y no por tener hepatitis.

También es importante tener en cuenta que la escasa demanda observada
respecto a la tedrica estimada a partir de parejas estériles en el caso de varones
positivos para VHC puede deberse a que el criterio del SAS para considerar que
un varon tiene hepatitis C (debe tener carga viral positiva) es diferente al de los
estudios epidemiolégicos de hepatitis, que consideran los anticuerpos anti-VHC

positivos (Riestra et al., 2001).

Nuestros datos, como otras publicaciones previas (Gilling-Smith, 2000;
Garrido and Meseguer, 2006; Savasi et al., 2007), demuestran que el lavado de
semen, con posterior deteccion de carga viral, parece ser una opcidén segura y
efectiva para las parejas serodiscordantes que desean concebir, evitando la

transmision del virus a la madre y al hijo.

Hasta ahora, no se ha publicado ninguna seroconversién tras tratamiento
realizado con ICSI y semen procesado mediante centrifugacion en gradiente de
densidad con o si testaje rutinario de la carga viral en el semen lavado (Eke and
Oragwu, 2011). En nuestro estudio, no se produjo ninguna seroconversion, tanto
en los 34 recién nacidos (testados al nacimiento y a los 3 meses de edad), como

en las 93 mujeres tratadas con TRA tras el lavado de semen de su pareja.

Algunos centros de reproduccion asistida realizan ICSI a todas las parejas
en lugar de IA, basandose en la mayor tasa de éxito y por tanto menor exposicion
a posibles espermatozoides contaminados o en la teoria de que ICSI requiere
unicamente el contacto in vitro de un solo espermatozoide y el ovocito, y reduce
drasticamente el riesgo de transferir particulas viricas que a menudo estan en
semen o en células seminales (Pasquier et al., 2000; Sauer and Chang, 2002).
Otros autores consideran que esta teoria no ha sido probada y que esto podria

suponer la introduccién de particulas virales directamente en el ovocito sin saber
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los efectos que podrian tener (Piomboni and Baccetti, 2000; Gordon, 2002;
Anderson and Politch, 2003), ademas de suponer mayor coste y estar asociada
con mayor numero de complicaciones que IA (Fernandez-Shaw et al., 2010).
Nosotros hemos realizado de forma rutinaria ICSI a todos las parejas, ya que al
igual que ocurre en otros centros (Ohl et al., 2003; Prisant et al., 2010) no
disponemos del resultado del analisis que descarta la presencia de particulas
viricas el mismo dia del lavado. Esto nos obliga a congelar el semen, y por tanto
no nos permite tener el numero suficiente de espermatozoides moéviles para

realizar |A.

En nuestro estudio todos los sémenes lavados, independientemente, del
tipo de virus, resultaron negativos. Se han publicado diferencias en el porcentaje
de resultados positivos para ARN-VIH de semen procesado oscilando entre el 0%
(Kato et al., 2006) y 40% (Chrystie et al., 1998), de igual manera ocurre para VHC,
en donde se han descrito tasas de deteccion que van entre el 0% (Semprini et al.,
1998; Debono et al., 2000) y el 57% (Tang et al., 1996). Estas diferencias pueden
deberse a la heterogeneidad de los pacientes tratados, a la sensibilidad de los kits
de PCR utilizados y la eliminacion de inhibidores de la PCR (Levy et al., 2000). Por
este motivo es fundamental la participacion, al igual que nosotros y otros autores,
en programas de control de calidad externos (Bourlet et al., 2003; Pasquier et al.,
2006b; Pasquier et al., 2011).

Sélo hay una publicacion existente que estudie la calidad embrionaria en
parejas con varon seropositivo para EIT (Melo et al., 2008) y al igual que nosotros

no observaron afectacion de la calidad embrionaria en estos pacientes.

Nuestros resultados en gestacion clinica y gestacion evolutiva para VIH son
similares a los descritos por otros autores (Manigart et al., 2006; Prisant et al.,
2010), aunque mas bajos que los que reportan otros (Pena et al., 2003; Sauer et
al., 2009). Esto puede deberse a que la media de embriones transferidos por estos
ultimos es significativamente superior a la nuestra de 2 embriones, siendo la media
de embriones transferidos por estos autores de 3,54 y 3 respectivamente (Pefa et
al., 2003; Sauer et al., 2009). Sin embargo, nuestra tasa de gestacion multiple
(21,4%) es menor que la obtenida por estos mismos autores, respectivamente
(57,1% y 41%) y similar a la obtenida por autores que transfieren menos

embriones (Nicopoullos et al., 2010b). Deberia tenerse en cuenta, como hemos
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comentado anteriormente, que muchas de estas parejas son fértiles, sin problemas
reproductivos, por lo que es conveniente reducir el numero de embriones

transferidos para evitar asi el riesgo de embarazo multiple.

Los resultados en cuanto a gestacion clinica y gestacion evolutiva para VHC
y VHB son similares a los publicados por otros autores (Mencaglia et al., 2005; Ohl
and Partisani, 2007; Prisant et al., 2010).

Aunque no hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en
la tasa de gestacion entre los tres tipos de parejas estudiadas, la tendencia a
menor tasa en VIH que se observa podria estar relacionada con una infertilidad
reducida en varones infectados con VIH debido al tratamiento o a la propia
infeccidén (Dulioust et al., 2002; Nicopoullos et al., 2004). En cuanto a la diferencia
en la tasa de implantacién observada en todos los grupos entre embriones frescos
y descongelados, puede deberse a una diferente receptividad endometrial y mayor
sincronizacion entre embrion y endometrio en los ciclos con embriones
descongelados (Aflatoonian et al., 2010). Por otro lado también puede ser
resultado de que el desarrollo endometrial en ciclos con embriones descongelados
se puede controlar de forma mas precisa que en los ciclos de estimulacién ovarica

con gonadotropinas (Shapiro et al., 2008).

Aunque la tasa de cesarea fue mayor en el grupo de parejas con varon
infectado con VHC, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Ademas la tasa global de cesareas en nuestro estudio (37,5%) fue inferior a la
descrita por otros autores para este tipo de parejas (Cleary-Goldman et al., 2003;
Pefa et al., 2003; Sauer et al., 2009). Las complicaciones obstétricas y neonatales
obtenidas son similares a los publicados por la literatura para parejas no
serodiscordantes (Schieve et al.,, 2002; U.S. Centers for Disease Control and
Prevention., 2010).

Entre las limitaciones de nuestro estudio se encontraria que ha sido
realizado en un centro publico, y en un pais desarrollado. En cuanto a lo primero,
no se puede asegurar que estos resultados sean extrapolables a las parejas
atendidas en centros privados. Sin embargo, el hecho de que el porcentaje de
ciclos realizados en estas parejas respecto al total realizadas en Andalucia en el
Sistema Publico es del 0,7%, similar al descrito en el Registro de las TRA de le

Sociedad Espafola de Fertilidad realizado en el aino 2008 que recoge datos de
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centros publicos y privados (0,8 %) (Lucefo et al., 2010), nos hace pensar que la
actitud de estas parejas ante la TRA es muy similar en ambos sistemas sanitarios.
Por otro lado, la extrapolacion de nuestras conclusiones sobre la accesibilidad de
parejas con VIH a las TRA en paises en desarrollo debe hacerse con cuidado, ya
que deben tenerse en cuenta otros factores como los bajos recursos o la
priorizacion de pacientes en estos paises (Dyer and Pennings, 2010; Ombelet,
2010).

En resumen, en nuestro medio la accesibilidad a las TRA es similar en
parejas con hombres infectados para VIH que en parejas sanas. Las parejas con
hombre infectado con hepatitis solicitan TRA por subfertilidad y no por la hepatitis
per se. El lavado de semen e ICSI ha sido demostrado ser una opcién segura y
efectiva para reducir el riesgo de transmision o superinfeccion en parejas
serodiscordantes o concordantes que desean tener un hijo. Los embarazos
conseguidos mediante TRA en parejas con varon infectado con EIT tienen buenos

resultados obstétricos y neonatales.

En relacién a la calidad seminal en pacientes seropositivos para VIH, las
publicaciones existentes no parecen llegar a un acuerdo de si la calidad seminal se
ve afectada por la infeccidon o no. Hay autores que describen alteracion de los
parametros seminales (Muller et al., 1998; Dulioust et al., 2002; Nicopoullos et al.,
2004; Bujan et al., 2007c), mientras que otros no encuentran ninguna alteracion
(Semprini and Fiore, 2004; Garrido et al., 2005; Lorusso et al., 2010). La hipdtesis
que justifica esta alteraciéon es el empeoramiento progresivo de los parametros
seminales de los varones infectados a medida que progresa el deterioro

inmunoldgico y la enfermedad clinica (Muller et al., 1998).

La calidad seminal de nuestros pacientes puede no haberse visto tan
afectada por la infeccion por VIH como describen otros autores, debido al estado
de salud de nuestros pacientes, tal y como refiere Lorusso et al. (2010). Para
iniciar el tratamiento en la Unidad de Reproduccion es necesario que cumplan una
serie de requisitos, entre los que ese encuentra no tener ninguna infeccion activa
por otros agentes infecciosos, ademas la mayoria de nuestros pacientes tenian
carga viral no detectable. Por lo tanto, no podemos descartar que la infeccién por

VIH pueda afectar a mas parametros seminales de lo que hemos evidenciado,
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pero debido al buen estado de salud en el que se suelen encontrar nuestros

pacientes no se ha puesto de manifiesto.

Diferentes autores (Lasheeb et al., 1997; Muller et al., 1998; Nicopoullos et
al., 2004) han encontrado relacion entre el recuento de células CD4 como
marcador de la enfermedad y los parametros seminales, aunque nosotros no
hemos encontrado esta relacion. Tampoco hemos encontrado ninguna influencia
de la TARGA en la calidad seminal, como ha sido descrito por algunos (Politch et
al., 1994; van Leeuwen et al., 2008c; Nicopoullos et al., 2010a). El hecho de que la
mayoria de nuestros pacientes tomara TARGA, puede ser responsable de que no
se hayan encontrado diferencias significativas entre pacientes que tomaban
TARGA y los que no.

En nuestros resultados se observa una correlacidn negativa entre la
duracién de la enfermedad en varones VIH seropositivos y la movilidad
espermatica no progresiva (tipo C). Esto puede ser debido a que en pacientes
estables con larga evolucion de la enfermedad, podria recuperarse el porcentaje
de movilidad progresiva, que como hemos comentado anteriormente se encuentra
disminuida en varones VIH-positivos conforme progresa el deterioro inmunolégico
y la enfermedad clinica (Politch et al., 1994; Muller et al., 1998; van Leeuwen et al.,

2008b). Hallazgos similares fueron obtenidas por Nicopoullos et al. (2010a).

Al contrario que con el VIH, los estudios que analizan la calidad seminal en
varones con hepatitis C o B son escasos, describiendo la mayoria una peor calidad
en varones con estas infecciones, tanto VHC (Durazzo et al., 2006; Moretti et al.,
2008; Lorusso et al., 2010; Hofny et al., 2011), como VHB (Vicari et al., 2006;
Moretti et al., 2008; Lorusso et al., 2010; Oger et al., 2011; Zhou et al., 2011).
Nuestros resultados reafirman esos hallazgos, ya que hemos observado una
disminucién en el porcentaje de formas normales en estos pacientes. No estan
muy claras las causas de esta menor calidad seminal en estos pacientes, que
puede ser debida a que el virus puede actuar alterando los perfiles hormonales
reproductivos (Durazzo et al., 2006; Safarinejad et al., 2010) en el caso de la
hepatitis C y a la integracion del virus en la linea germinal de los espermatozoides
en el caso de la hepatitis B (Hino et al., 1991; Huang et al., 2003). También hay
autores que asocian esta peor calidad seminal con la produccion de especies

reactivas del oxigeno por parte de estos virus (lllingworth et al., 1996; Vicari, 1999).
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Nuestro estudio tiene la limitacion de que hemos podido perder pacientes
seropositivos para EIT, ya que existe la posibilidad de que en el reconocimiento
que se le haya realizado previo a la inclusion en la Unidad de Reproduccion, en su
provincia de origen, se haya evidenciado una calidad seminal inferior a la
necesaria para poder realizar el lavado de semen y la pareja haya sido descartada.
Debido a esto podemos haber infraestimando la afectacién de la calidad seminal
por las EIT. Sin embargo, si este sesgo existe seria minimo, ya que la mayor parte
de parejas remitidas a nuestra Unidad lo hacia sin andlisis de semen previo. De
ahi, que el porcentaje de parejas rechazadas por semen no apto para lavado fuera
de entre 3-29% segun la EIT.

Todos los estudios sobre seguridad del lavado seminal son estudios
observacionales, como el realizado por nosotros, por lo que coincidimos con las
conclusiones de la revision realizada por Eke y Oragwu (2011), de que es
necesario realizar estudios multicéntricos controlados prospectivos aleatorizados.
En este sentido, cabe destacar la iniciativa de CREAThE, una red sin animo de
lucro que incluye centros que ofrecen asistencia reproductiva a parejas con VIH
que tiene como obijetivo principal mejorar esta asistencia. Para ello esta realizando
una base de datos a nivel europeo dénde se recoge informacion sobre el
tratamiento que la pareja esté llevando a cabo. La Unidad de Reproduccion del
Hospital Virgen de las Nieves de Granada, junto con el laboratorio de Bioquimica
del Hospital Galdakao-Usansolo de Vizcaya son los dos centros espafioles que

participan en este proyecto.

5. Control de calidad externo para cuantificacion de VIH
ARN.

Los resultados obtenidos indican una gran variabilidad en los protocolos de
cuantificacion de ARN VIH en semen entre laboratorios. No obstante, esta
situacion ha mejorado respecto a los resultados obtenidos en el primer Control de
Calidad Externo organizado por CREAThE 2004 (Pasquier et al., 2006a). Hemos
observado una mayor automatizacion y un mayor uso de de la PCR en tiempo real.
El rendimiento general parece que no ha variado significativamente (16% de falsos
negativos en 2010 y 18% en 2004; 0 falsos positivos en 2010 y 3% en 2004). No
se ha detectado ningun falso positivo, pero los resultados de los falsos negativos

aumentaron gradualmente por debajo de 500 copias/mL en el plasma seminal.
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Esto no es un problema para el uso clinico de esta tecnologia, ya que el lavado de
semen es seguro en esta concentracién viral. Tal y como demostraron Fiore et al.
(2005), los cuales observaron que el lavado de semen es 100% eficaz con carga
virales menores de 50000 copias/mL. Encontrando sélo particulas virales en
muestras de semen lavadas cuando estas tenian antes de lavado concentraciones
superiores a 50000 copias/mL. (Fiore et al., 2005). La reproductibilidad entre
laboratorios para ensayos cuantitativos fue aceptable, con una desviacion estandar
por debajo de 0,5 Log (es esperable por debajo de 0,2 log para plasma sanguineo
con este tipo de técnicas y por debajo de 0,5 en técnicas manuales). La mayoria
de laboratorios obtuvieron una reproductibilidad intra-laboratorio adecuada (por
debajo de 0,5 log).

El aumento del porcentaje de falsos negativos conforme disminuye el
numero de particulas virales probablemente refleje una falta de sensibilidad. El
protocolo en células seminales parece ser ligeramente mas sensible. Esta
variacion en la sensibilidad podria ser importante para la seguridad de las TRA en
parejas seropositivas para VIH. Pero el que una muestra de semen lavado sea
contagiosa no solo depende de la carga viral, sino que muchos otros factores
pueden estar involucrados tanto en el hombre infectado, como en la mujer
expuesta. Asi, se sabe que la inflamacién genital y las enfermedades de trasmision
sexual en uno o ambos miembros de las parejas aumentan el riesgo de
transmision de VIH (Attia et al., 2009). La ausencia de casos documentados de
transmision mediante la utilizacion de TRA es un argumento importante que
prueba la seguridad de este procedimiento (Bujan et al., 2007a), a pesar de la falta
de sensibilidad a concentraciones tan bajas de VIH, observada en nuestros

resultados.

Estos hallazgos sugieren que no es necesaria la realizacion de técnicas
mas sensibles (como nested-PCR), que las utilizadas por los laboratorios
participantes, tal como han sugerido algunos autores para garantizar la seguridad
de las parejas (Meseguer et al.,, 2002). Estas técnicas al ser mas complejas y

caras dificultarian la accesibilidad a las TRA.

El hecho de haber observado diferencias en los procedimientos de
extraccién de ARN y en los protocolos analiticos de cada laboratorio, junto con que

s6lo algunos laboratorios coinciden en utilizar el mismo protocolo, hace que sea
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dificil identificar el protocolo ideal. Al menos para la cuantificacion rutinaria del VIH
en el semen, siempre deberia usarse un protocolo publicado y validado por

estudios similares al nuestro (Pasquier et al., 2009).

La importancia de tener técnicas de cuantificacion de VIH en semen
validadas, no sélo se circunscribe al ambito de las TRA en parejas con varones
positivas para VIH, sino que podria tener importantes consecuencias en el consejo
reproductivo de estas parejas. En algunos pacientes puede haber una replicacion
residual de VIH dentro del tracto genital masculino a pesar de la gran eficacia de la
TARGA en el compartimento sanguineo, que consigue cargas virales indetectables
mantenidas (Bujan et al., 2004a; Xu et al., 2005; Marcelin et al., 2008; Pasquier et
al., 2008; Sheth et al., 2009; Halfon et al., 2010). Por lo tanto, realizar la carga viral
seminal podria ser util para estudiar la dinamica de la replicacion virica y la eficacia

de la TARGA en el tracto genital masculino.

El control de la eficacia de la TARGA disminuyendo la carga viral en el
plasma seminal podria ser una buena manera de asegurar la eficacia global del
tratamiento en la trasmision sexual, ya que permitiria la identificaciéon de pacientes
con liberacion viral. Estos pacientes, una vez informados de su estado, podrian
beneficiarse de una optimizacion de su tratamiento para erradicar la viremia genital

y ademas podrian estar mas motivados para el uso de preservativos.

La carga viral de VIH-1 en plasma sanguineo se correlaciona con el riesgo
de transmision sexual (Pedraza et al., 1999; Quinn et al., 2000; Attia et al., 2009).
Por otro lado, el modelo de transmision sexual propuesto por Chakraborty et al.
(2001) muestra la gran influencia de la carga viral de VIH en semen. Por lo tanto, la
carga viral seminal podria ayudarnos a detectar el riesgo de transmision durante
las relaciones sexuales no protegidas después de un accidente por fallo del
preservativo o antes de exponer esta opcién a las parejas (Vernazza et al., 2008;
Vernazza et al., 2011). Como hemos observado en nuestro estudio y han descrito
otros autores, muchas parejas reconocen tener relaciones sexuales sin proteccion
(Ezeanochie et al., 2009; Del Romero et al., 2010), aceptando elevados riesgos de
transmision (van Leeuwen et al., 2008a). Una deteccion de carga viral en semen
podria ayudar en el consejo reproductivo de estos pacientes sobre el riesgo de

transmision.
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Ademas, la determinacion de carga viral en semen, podria ser relevante en
otras situaciones clinicas. En primer lugar, para asegurar la eficacia del tratamiento
antirretroviral en el compartimento genital en los pacientes que han iniciado el
tratamiento antirretroviral recientemente (Pasquier et al., 2008). Aunque quedaria
por definir el tiempo de muestreo éptimo, podria considerarse a los 3-6 meses
después de la iniciacién del tratamiento. En segundo lugar, identificar pacientes
con altos niveles de virus en semen seria beneficioso, ya que de esta manera se
podria recomendar a estos pacientes un andlisis de semen y examenes
complementarios para encontrar posibles enfermedades de transmision sexual o
inflamacion local (Bujan et al., 2002). Aunque estas estrategias necesita validacion

cientifica antes de poder realizar estas recomendaciones.

En resumen, la carga de VIH en el plasma seminal puede ser un marcador
util del riesgo de transmisién sexual de VIH, pero su uso como marcador de la

eficacia de la terapia antirretroviral requiere de una estandarizacion.
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1. La opcidn reproductiva mas escogida actualmente por los pacientes
con las enfermedades infecciosas transmisibles estudiadas es la
reproduccién natural, por lo que deberian valorarse los deseos
gestacionales de todas las parejas en edad reproductiva con éstas
enfermedades infecciosas transmisibles, con el objetivo de que
reciban consejo reproductivo y se minimicen los riesgos de

transmision.

2. El consejo reproductivo a parejas con las enfermedades infecciosas
transmisibles estudiadas debe abarcar todas las opciones
reproductivas, debido a los elevados riesgos que estan dispuestos a

asumir estas parejas.

3. Los embarazos obtenidos por reproduccion natural en mujeres
seropositivas para VIH presentan mas complicaciones obstétricas y

neonatales.

4. La mayoria de parejas con varén portador de hepatitis B y C, que
demandan asistencia especializada para satisfacer sus deseos de
reproduccién, lo hace por problemas de esterilidad y no por la
infeccion. Sin embargo, la mayoria de parejas con varén seropositivo

para VIH lo hace por su infeccion.

5. La accesibilidad de las parejas con VIH a las técnicas de
reproduccién asistida en el Sistema Sanitario Publico de Andalucia
es similar al de las parejas sin enfermedades infecciosas

transmisibles.

6. El rendimiento de las técnicas de reproduccién asistida en varones
seropositivos no se ve afectado por las enfermedades infecciosas

transmisibles estudiadas, pudiendo considerarse técnicas seguras.

7. Aunque la mayoria de los centros utiliza técnicas validas para la
cuantificacion de VIH en semen, es necesario estandarizar
internacionalmente estas técnicas antes de la incorporacion de esta

determinacion a la practica clinica habitual y al consejo reproductivo
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