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Introduccioén

1. Antecedentes histéricos de la infecciéon por el VIH

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) fue reconocido por
primera vez en Estados Unidos en 1981, cuando los Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) comunicaron la aparicion inexplicable de
neumonia por Pneumocystis jirovecii (anteriormente denominado P. carinii) y
de sarcoma de Kaposi en varones homosexuales previamente sanos de Nueva
York y Los Angeles (CDC, 1986). Pronto empezaron a aparecer casos que
afectaban a varones y mujeres heterosexuales usuarios de drogas por via
parenteral, asi como a sus hijos. También entre pacientes que habian recibido
transfusiones de sangre completa o de productos sanguineos por su condicién
de hemofilicos. De ello se concluyé que la causa debia ser un agente
infeccioso que se transmitia de forma semejante a como lo hace el virus de la
hepatitis B (VHB) (CDC, 1992).

Una vez conocidos los primeros casos de SIDA, se iniciaron las labores
cientificas destinadas a conocer mas caracteristicas de la enfermedad. Estas
primeras investigaciones permitieron, en 1983, a Luc Montaigner y Barré-
Sinousi del Instituto Pasteur de Paris aislar un retrovirus humano en un
paciente homosexual con linfadenopatias, al que denominaron virus asociado a
linfadenopatia (Barre Sinoussi et al., 1983). En 1984 se demostré que este
virus era el agente causal del SIDA y un comité taxondmico internacional
acordo denominarlo virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Popovic et al.,
1984).

Posteriormente, en 1987, tras multiples debates sobre su autoria, este
hallazgo lo compartieron los equipos de Luc Montaigner del Instituto Pasteur de
Paris y de Robert C. Gallo del National Cancer Institute de Estados Unidos.
Este grupo de virus tiene la peculiaridad de necesitar a la célula humana para
transformar su informacién genética y replicarse, de ahi su enorme diversidad,

que, a su vez, conlleva una gran dificultad para erradicarlo (Levin et al., 2001).
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1.1. Caracteristicas generales del VIH

El VIH pertenece a la familia de Retroviridae, subfamilia de Lentivirinae
(Levy JA. 1993). Los retrovirus constituyen una familia grande y diversa de
virus ARN envueltos, que estan constituidos por un ARN de cadena unica con
dos hebras idénticas, que se copia en ADN lineal de doble cadena, para
integrarse posteriormente en el genoma del hospedador. Por tanto el material
genético es ARN en la particula viral y ADN cuando se encuentra en la célula
infectada. Este proceso de retrotranscripcion es caracteristico de los retrovirus;
y se lleva a cabo mediante la accion de la enzima ADN polimerasa dependiente
de ARN presente en el virus, la transcriptasa inversa (Tl) o retrotranscriptasa

(RT) que es una enzima fundamental para el virus (Coffin, 1992).

El VIH tiene una elevada tasa de mutaciones y una variabilidad e
inestabilidad genéticas mucho mayores que otros virus y todos los seres vivos
celulares. Esto es debido a que las enzimas que utilizan para su replicacién son
polimerasas sin actividad correctora, como ocurre con la Tl. Este hecho, unido
a las elevadisimas tasas de replicacién habitualmente asociadas a los virus
ARN, hace que las sucesivas generaciones virales sean cada vez mas
diferentes de las progenitoras desde el punto de vista genético, ya que van

acumulando mutaciones que se localizan de forma aleatoria (Coffin, 1995).

1.1.1. Estructura del VIH-1

Se trata de una envoltura con estructura icosaédrica externa formada por
una bicapa lipidica con 72 protuberancias externas formadas por las
glicoproteinas (gp) gp120 y gp41 (Gelderblom et al., 1987; Moore et al., 2001;
Zhu et al., 2008). La p17 esta ligada a la parte interna de la bicapa lipidica,
formando una matriz, y se cree que probablemente tenga una funcién de
estabilizacion de los componentes externos e internos del viridn. Estas
envolturas protegen una capside 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 capside. Y en el interior de la comentada

capside existe otra nucleocapside icosaédrica, compuesta por las proteinas p6
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y p7, en cuyo interior se alojan dos filamentos idénticos de acido ribonucleico
(ARN) de cadena simple; un par de iniciadores de ARN transferente (ARNtLys);
las enzimas virales proteasa (p10), integrasa (p31), ARNAsa (p15) y
transcriptasa inversa (p50); y varias proteinas reguladoras y accesorias
(Gelderblom et al., 1987).

FIGURA 1: Estructura del VIH-1.
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1.1.2. Genoma del VIH-1

El genoma del VIH se compone de tres regiones codificantes basicas,
“group specific antigen gene” (gag), “DNA polymerase gene” (pol) y “envelope
glycoprotein gene” (env). El esquema estructural clasico del genoma retroviral
es 5’LTR-gag-pol-env-LTR 3’ (Seibert et al., 1995). Ademas posee seis genes
adicionales: “trans-activator of transcription gene” (tat), “regulator of virion gene”
(rev), “viral protein unknown gene” (vpu), “virion infectivity factor gene” (vif),
“negative factor gene” (nef) y “viral protein r’ (vpr) (Muesing M. et al., 1985;
Steffy K and Wong-Staal F, 1991) (Figura 2).

FIGURA 2: Genoma del VIH-1 (Prokofjeva M et al., 2016).
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* Precursor Gag-Pol
Los genes gag y pol sintetizan la poliproteina precursora Gag-Pol que
por accion de la proteasa viral se escinde en las poliproteinas “group-specific

antigen” (Gag) y “DNA polymerase” (Pol).

Durante la maduracion del viridn la proteina Gag (p55) es cortada por la
proteasa viral en 4 fragmentos: La proteina de la capside (p24), la proteina de
la matriz (p17) y las proteinas que forman la nucleocapside (p6 y p7) (Gottlinger
et al.,, 1989). Ademas de funciones estructurales, algunas de las proteinas
escindidas de Gag tiene otras funciones durante ciclo replicativo del VIH. La
p17 facilita la integracion del acido desoxirribonucleico (ADN) viral en el nucleo
celular. La p6 es responsable de la incorporacion de la proteina accesoria Vpr,
codificada por el gen vpr, al virion en formaciéon y de la interaccion con la
membrana de la célula huésped que hace posible la gemacion. Por ultimo, la
p7 es responsable de la incorporacion del ARN al virion en formacién y es

facilitadora de la transcripcién inversa (Paxton W. et al., 1993) (Figura 3).

La poliproteina Pol, tras escindirse del precursor Gag-Pol, es divida por
accion de la proteasa viral en cuatro proteinas con actividad enzimatica: La
proteasa (p10), la transcriptasa inversa (p50), la ARNasa (p15) y la integrasa
(p31) (Jacks et al., 1988). La proteasa (PR) actua como un dimero y su funcion
es separar las distintas proteinas del complejo Gag-Pol (Ashorn et al., 1990).
La Tl es una ADNpolimerasa dependiente tanto de ADN como de ARN. Es
capaz de sintetizar una cadena complementaria de ADN viral a partir del ARN
viral o de otra cadena de ADN viral, previamente transcrita a partir de ARN
(Miller et al., 1989). La ribonucleasa H (ARNasa H) es la enzima que libera el
ARN del complejo transcriptasa inversa-ADN viral de cadena simple para
permitir que la transcriptasa inversa pueda producir una cadena
complementaria de ADN viral y asi poder formar una hebra de ADN viral de
doble cadena (ADN proviral). Por ultimo la integrasa (IN) es la enzima
responsable de la insercién del ADN proviral en el genoma de la célula

huésped.
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+ Vif

Vif es un polipéptido de 23 kDa y 193 aminoacidos esencial para la
replicacion viral en linfocitos periféricos, macréfagos y en algunas 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
funcion. 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., 1994). 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

La proteina Vpr es un polipéptido de 14 kDa y 96 aminoacidos que
posee una sefal de localizacion nuclear (NLS) que regula su principal funcion,
la importacion al nucleo celular del complejo pre-integracion del VIH (von
Schwedler et al., 1994). 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 polipéptido Vpu es una fosfoproteina de 16 KDa y 81 aminoacidos,
especifica del VIH que se localiza en la membrana interna de la célula (Sato et
al., 1990). Vpu se inserta en las membranas del aparato de Golgi y en
endosomas celulares (Willey et al., 1992) donde realiza dos funciones
separadas: actua degradando los complejos intracelulares formados por CD4 y
gp160 que dificultan el ensamblaje de las particulas virales (Willey et al., 1992;
Dube et al., 2010), y actuan también incrementando la liberacion de particulas
en la 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).
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* 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 accion de una proteasa celular dando lugar a la
glicoproteina de superficie gp120 y a la glicoproteina transmembrana gp41. Por
otro lado, la expresion de env hara que disminuya la expresion de CD4 en las

células infectadas.

* Nef

Es una pequefa proteina de 27-35 kDa que se expresa en el citoplasma
y parcialmente en la membrana celular. Actualmente se piensa que nef actua
como factor positivo aumentando la infectividad del VIH, manipulando la
respuesta del huésped contra el patdégeno, favoreciendo la replicacion 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). Induce cambios en la expresién
de proteinas (CD4 entre ellas) en la superficie de la membrana celular de las
células infectadas como los CD4 (Garcia and Miller, 1992). Estos cambios
provocan una disminuciéon del umbral de activacion de los linfocitos T CD4+ en
reposo ante estimulos exdgenos, a través de la interaccion de estas células
con los receptores de las células T infectadas (Cullen, 1999). Nef también es

capaz de estimular la infectividad de los viriones (Rogel et al., 1995).

* Tat

La proteina Tat esta implicada en la replicacion del VIH (Meredith et al.,
2009). Actua como transactivador del ARN producido a partir del ADN proviral,
promoviendo la elongacion de la cadena de ARN (Feng et al., 1996). 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 transcripcion (Southgate and Green,
1991; Tiley et al., 1992; Okamoto, 2011). Gracias a la accion de Tat, se pueden
transcribir las cadenas de RNA mensajero de 9KB y 4KB que codifican (Gag-
Pol, Env, Vpr, Vif y Vpu). La migracion de estas cadenas de ARN del nucleo al
citoplasma celular esta regulada por la accion de Rev (Lama et al., 1999).
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* 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 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).

FIGURA 3: Organizacion del genoma el VIH. (A) Representacion de los nueve genes
codificados por el genoma del VIH-1. (B) Los genes gag, pol y env codifican
precursores proteicos (pr55, pr160 y gp160) que requieren tratamiento adicional por
proteasas virales o celulares que generan proteinas estructurales necesarias para la

formacion de un virion maduro (C) (Lazar et al., 2016).
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1.1.3. Ciclo biolégico del VIH-1

El ciclo de replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana
comienza con la union del virus a una célula diana susceptible, mediante la
interaccion 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 union celular, comienza el proceso de introduccion
del core viral en el interior del citoplasma celular. Este proceso es facilitado por
la glicoproteina de la envoltura gp41, y 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 transcripciéon 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 replicaciéon (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 (ARV) y facilitar el escape a la

neutralizacion 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 transcripcion
del ADN viral es regulada por factores de transcripcion 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 liberacidn a través de la membrana plasmatica de la célula
huésped. Las poliproteinas precursoras Gag y Gag-Pol son escindidas por
accién de la proteasa viral PR durante o en el instante posterior a la liberacién
(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

(Lopez Chicharro and Lopez Mojares, 2008) (Figura 4).
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FIGURA 4: Ciclo viral del VIH.
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1.2. Farmacos antirretrovirales

En 1987 se aprobd el uso del primer inhibidor de la transcriptasa inversa
la zidovudina, también conocido como AZT, como monoterapia en pacientes
VIH*. No obstante, se demostré que la monoterapia no era efectiva ante el VIH,
ya que el virus, presenta una rapida replicacion y mutacién, por lo que
rapidamente se vuelve resistente a las terapias simples; por ello, las terapias
(monoterapia o biterapia) con inhibidores de transcriptasa inversa eran
capaces, en principio, de reducir la replicacidn del virus, pero en poco tiempo
se volvian ineficaces. Ante esta situacion, se hizo necesario el desarrollo de
nuevos farmacos capaces de reducir drasticamente la carga viral, para con ello
reducir también su capacidad de replicacion y mutacién. A mediados de 1996
aparecio un nuevo tipo de farmacos antirretrovirales denominados inhibidores
de la proteasa, enzima responsable de la replicacion del virus dentro del

linfocito. La inclusién de estos farmacos y su combinacién con los anteriores
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dio lugar a lo que hoy se conoce como terapia de gran actividad (TARGA o
HAART del inglés Highly Active Antiretroviral Therapy) (Villa and Vinaccia,
2006). El TARGA se basa en combinaciones de tres o mas farmacos, y permite
conseguir una supresion sostenida de la replicacion del virus y el incremento de

los niveles de linfocitos CD4+.

Los farmacos antirretrovirales se clasifican segun la etapa del ciclo de
replicacion del VIH sobre la que actuan. En funcién a su mecanismo de accion,
los farmacos antirretrovirales disponibles actualmente se dividen en cuatro
categorias: inhibidores de la TI, inhibidores de la proteasa, inhibidores de la

entrada y de la fusion e inhibidores de la integrasa (Tabla I).

a) Inhibidores de la Tl

La Tl es una enzima fundamental en el ciclo biolégico del VIH, es un
heterodimero compuesto de dos subunidades denominadas p66 y p51 (Hsiou
et al., 1996). En la subunidad p66 se localiza el sitio activo de la enzima,
formado por el dominio polimerasa y el dominio ARNasa H, mientras que la
subunidad p51 actua como soporte estructural de la subunidad p66 (Kohlstaedt
et al., 1992). La TI sintetiza ADN vy utiliza como molde ARN o ADN, y degrada
ARN cuando se encuentra formando parte del complejo ARN-ADN (actividad
ARNasa H).

Se clasifican en dos grupos en funcién a diferentes mecanismos de

actuacion:

- Inhibidores de la Tl Analogos de los Nucledsidos o Nucleétidos (ITIAN).
- Inhibidores de la TI No Analogos de Nucledsidos (ITINAN).

- Inhibidores de la Tl Analogos de los Nucledsidos o Nucleétidos (ITIAN).

Los ITIAN son semejantes estructuralmente a los nucledsidos naturales
y al igual que éstos, requieren ser trifosforilados en el citoplasma celular por
una fosfoquinasa para ser biolégicamente activos. Una vez fosforilados,
compiten con los desoxirribonucleétidos trifosfatos (ANTPs) en su incorporacion
a la cadena de ADN sintetizada por la Tl (Winter et al., 1996), interrumpiendo
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su proceso de sintesis, ya que carecen de grupo hidroxilo en la posicion 3 del
azucar y los nuevos nucledtidos no se pueden unir a la cadena de ADN
sintetizada. Bloquean la elongacion de la cadena de ADN viral, impidiendo la

union de nucledsidos adicionales.

- Inhibidores de la TI No Analogos de Nucledsidos (ITINAN).

Los ITINAN interaccionan directamente con la Tl del virus y bloquean su
actividad enzimatica. Se unen a esta enzima induciendo un cambio en su
conformacién que bloquea su centro catalitico y su actividad y, a diferencia de

los ITIAN, no deben activarse para ejercer su actividad antirretroviral.

b) Inhibidores de la Proteasa (IP)

Los IP actuan como inhibidores competitivos, que se unen directamente
a esta enzima, bloqueando su actividad e impidiendo que se generen las
proteinas estructurales y las enzimas virales (transcriptasa inversa, proteasa e
integrasa), esenciales para el ensamblaje de nuevos viriones capaces de
infectar nuevas células. Lo que resulta en la formacion de particulas virales

inmaduras, y por lo tanto no infectivas (Tomasselli and Heinrikson, 2000).

Es la unica familia de ARV cuya actividad afecta a varios pasos del ciclo
replicativo del VIH, ya que al procesar de forma andmala algunos precursores
poliproteicos, entre ellos la gp-160, que es precursora de la proteasa, la Tl y la
integrasa viral, afecta a los procesos de entrada, retrotranscripcion e
integracion del ADN viral (Rabi et al., 2013). De esta forma consiguen niveles
de inhibicion muy elevados, una de las caracteristicas que los hace candidatos

ideales para la monoterapia.

En la actualidad se han valorado atazanavir (ATV), darunavir (DRV) y
lopinavir (LPV), junto con dosis muy bajas de ritonavir (RTV) actuando éste
como potenciador farmacolégico, asi como ATV y DRV con cobicistat (COBI)
como potenciador farmacolégico. Los IP administrados de esta forma se

conocen como IP potenciados.
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c) Inhibidores de la entrada y de la fusion

Se trata de inhibidores de la reordenacion estructural de la glicoproteina
gp41 de VIH, que actua uniéndose extracelularmente a esta proteina de la
envuelta del virus, de manera competitiva y especifica, bloqueando la fusién
entre la membrana del virus y la membrana de la célula diana, previniendo de

esta manera la entrada del ARN viral en dicha célula.

Enfuvirtide bloquea la proteina transmembrana gp41 del VIH impidiendo
la fusion del viridn con la célula huésped. Maraviroc es un antagonista del
receptor CCRS5, el cual impide la interaccién entre esta quimiocina receptora y

la gp120. Solo es activo frente al VIH con tropismo CCRS.

d) Inhibidores de la integrasa (INI)

Los inhibidores de la integrasa inhiben la actividad catalitica de la
enzima integrasa, enzima codificada por el VIH y necesaria para la replicacién
viral. La inhibicion de la integrasa, evita la integracion del genoma del VIH en el
genoma de la célula huésped. Los genomas del VIH que no se integran no
pueden dirigir la produccién de nuevas particulas virales infectivas, por lo que

inhibir la integracién evita la propagacién de la infeccion viral.

15



Introduccion

TABLA 1: Tipos de farmacos antirretrovirales comercializados.

Tipo de antirretroviral

Principio activo

Inhibidores de la TI:

- Analogos de los Nucledsidos/Nucleoétidos (ITIAN)

Zidovudina (AZT)

Didanosina (ddl)

Zalcitabina (ddC)

Estavudina (d4T)

Lamivudina (3TC)

Emtricitabina (FTC)

Abacavir (ABC)

Tenofovir (TNF)

Inhibidores de la TI:
- No Analogos de Nucledsidos (ITINAN)

Nevirapina (NVP)

Delavirdina (DLV)

Efavirenz (EFV)

Etravirina (ETV)

Rilpivirina (RPV)

Inhibidores de la Proteasa (IP)

(
(
(
(

Nelfinavir (NFV)

Ritonavir (RTV)

(
Indinavir(IDV)

Saquinavir (SQV)

Lopinavir (LPV)

Fosamprenavir (FOS)

Atazanavir (ATV)

Tipranavir (TPV)

Darunavir (DRV)

Inhibidores de la entrada y de la fusién

Enfuvirtida (ENF, T-20)

Maraviroc (MVC)

Inhibidores de la integrasa (INI)

Raltegravir (RAL)

Elvitegravir (EVG)

Dolutegravir (DTG)
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1.3. Estrategias actuales frente al VIH

Los principales motivos para iniciar el tratamiento antirretroviral son: la
reduccion de la morbilidad y mortalidad asociada a la infeccién por el VIH, la
recuperacion y preservacion de la funcién inmunolégica, evitar el efecto nocivo
de la replicacion del VIH sobre posibles comorbilidades existentes y la
prevencion de la transmision del VIH (Panel de Expertos de GeSIDA y Plan
Nacional sobre el Sida, 2016; The Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration,
2008; The Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration, 2010).

La cifra de linfocitos CD4 es el indicador fundamental del estado
inmunoldgico. Se utiliza para estadificar la infeccion VIH, evaluar el riesgo de
comorbilidad o mortalidad, la vulnerabilidad a determinadas infecciones
oportunistas, asi como, la necesidad de su profilaxis. Una vez iniciado el TAR,
suele producirse una fase de ascenso rapido de los linfocitos CD4 durante los
primeros meses, seguida de una segunda fase de recuperacion mas lenta
(Panel de Expertos de GeSIDA y Plan Nacional sobre el Sida, 2016).

La carga viral plasmatica (CVP) desciende rapidamente tras el inicio de
un TAR efectivo. Se entiende por respuesta viroldgica al tratamiento, la
reduccion de la CVP en mas de 1 log a las cuatro semanas del inicio del TAR y
ser indetectable (<50 copias/mL) tras 24 semanas de tratamiento, aunque en
pacientes con CVP muy elevadas (superiores a 100.000 copias/mL) se puede
tardar mas de 24 semanas en conseguir niveles inferiores a 50 copias/mL. El
objetivo de supresion de la CVP es conseguir, de forma permanente, unas
cifras inferiores a 50 copias/mL, lo que se asocia a la maxima recuperaciéon
inmunoldgica y previene la aparicion de mutaciones de resistencia (Panel de
Expertos de GeSIDA y Plan Nacional sobre el Sida, 2016).

Una condicion indispensable para conseguir la eficacia del TAR es la
adherencia optima de los pacientes al mismo. Se entiende por adherencia al
TAR la capacidad del paciente para implicarse correctamente en la eleccion,
inicio y cumplimiento del mismo, a fin de conseguir una supresion adecuada de

la replicacion viral. Numerosos estudios han demostrado que una adherencia
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incorrecta es la primera causa de fracaso terapéutico (Panel de Expertos de
GeSIDA y Plan Nacional sobre el Sida, 2016). Por ello, la adherencia al TAR
sigue siendo un foco de atencion de los profesionales sanitarios e

investigadores.

Por otro lado, la alta tasa de mutacién capacita al VIH para reaccionar
rapidamente ante presiones selectivas ejercidas tanto por el sistema inmune
del individuo, como por la administracion de farmacos antivirales (Perelson et
al.,, 1996). Esta capacidad adaptativa del VIH ha puesto de manifiesto la

necesidad de utilizar terapias antivirales combinadas (Domingo et al., 2006).

1.3.1. Triterapia

La pauta recomendada para el tratamiento inicial de la infeccién por el
VIH consiste en una combinacién de tres farmacos antirretrovirales que
incluyan dos ITIAN asociado a un INI, o un ITINAN, o un IP potenciado. Con
estas combinaciones se puede conseguir una CVP inferior a 50 copias/mL en
mas del 80% de los casos a las 48 semanas (Panel de Expertos de GeSIDA y
Plan Nacional sobre el Sida, 2017). Ademas de tratamiento inicial la triterapia
esta establecida como el tratamiento antirretroviral que garantiza la supresién
mantenida de la replicacion del virus, ya que gracias a esta terapia combinada,

se previene la resistencia viral.

El TAR debe iniciarse en todos los pacientes con infeccion por VIH, con
o sin sintomatologia, y con independencia del numero de linfocitos CD4+. Esta
recomendacion se sustenta en diferentes estudios observacionales, en algunos
subanalisis de ensayos clinicos, y en dos grandes ensayos clinicos, para evitar
la progresion de la enfermedad, disminuir la transmision del virus y limitar el
efecto nocivo sobre posibles morbilidades coexistentes (Panel de Expertos de
GeSIDA y Plan Nacional sobre el Sida, 2017).
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Aunque los beneficios de un régimen de triple terapia son
incuestionables, los pacientes en terapia a largo plazo sufren riesgo de tener
efectos secundarios, en particular toxicidad mitocondrial, efectos metabdlicos y
lipodistrofia (Gutmann et al., 2010). Estos efectos secundarios pueden aparecer
al inicio o bien a lo largo del tratamiento. Aunque se han descrito en todos los
medicamentos, el tipo y la gravedad estan relacionados con la familia de
antirretrovirales o con el propio medicamento. La predisposicion del paciente
puede ser determinante en su aparicién: se han observado con mas frecuencia
en comorbilidades, enfermedades de base, uso concomitante de otros
medicamentos o drogas. También se han implicado factores genéticos (Panel

on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2011).

Sin embargo, el TARGA es incapaz de erradicar la infeccion por el VIH
porque éste permanece latente en diversos reservorios celulares en los que
elude tanto la respuesta inmunitaria como la accién de los ARV. Diversos
autores han encontrado CV en semen positiva, a pesar de CVP negativa en
pacientes con triterapia (Glnthard et al., 2001; Vernazza et al., 2007; Lambert-
Niclot et al., 2010; Lambert-Niclot et al., 2012; Torres-Cornejo et al., 2016). Esta
circunstancia tiene una gran trascendencia clinica, pues implica la necesidad
de mantenerlo de por vida, lo cual entrafia un elevado riesgo de incumplimiento
terapéutico y, por ende, de resistencia farmacolégica (Lozano and Domingo,
2011). Actualmente, existen avances que permiten establecer objetivos en lo
referente a la reduccién de la morbilidad, mortalidad, aumento de la tolerancia y
comodidad para los pacientes. Con estos objetivos se han realizado estudios
sobre la eficacia de la monoterapia con inhibidores de la proteasa potenciado

con ritonavir (IP/r) como estrategia de simplificacion del tratamiento.

1.3.2. Monoterapia con IP: DRV o LPV

La simplificacion del TAR se define como el cambio de un esquema
terapéutico que ha conseguido la supresion de la replicacion viral por otro mas
sencillo que sigue manteniendo dicha supresion (Panel de Expertos de GeSIDA
y Plan Nacional sobre el Sida, 2012). Las ventajas que pueden aportar este tipo

de estrategias frente a otras mas complejas son multiples: la reduccién de los
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efectos adversos e interacciones, la mejora de la adherencia y la calidad de
vida del paciente y la disminucion de los costes. Ademas, en el caso de la
monoterapia, a estas ventajas se le afade la de permitir el mantenimiento de
otros farmacos como alternativas de tratamiento frente a una posible aparicién
de resistencias en un paciente en el futuro (Panel de Expertos de GeSIDA vy
Plan Nacional sobre el Sida, 2016).

Se realizaron diversos ensayos clinicos que trataban de dilucidar que
ARV podian ser usados en monoterapia. Los ensayos IMANI y MONARK
utilizaron LPV/r como estrategia de primera linea en pacientes naive. El estudio
MONARK (MONotherapy AntiRetroviral Kaletra) investigd la utilidad de LPV/r
en monoterapia como tratamiento inicial de la infeccion por el VIH (Delfraissy et
al., 2008). Mientras que los estudios IMANI 1 y 2 fueron estudios no
comparativos en los que se exploroé también la utilidad de la monoterapia con
lopinavir potenciado con ritonavir (LPV/r) como tratamiento inicial de la
infeccion por el VIH (Gathe et al., 2004; Gathe et al., 2007). En ambos, la
monoterapia no resultd ser una opcion adecuada como tratamiento inicial, ya
que demostré una menor supresion viral frente a la triterapia (Gathe et al.,
2004; Gathe et al., 2007; Delfraissy et al., 2008; Ghosn et al., 2010).

Existen otros ensayos clinicos que contemplaron la opcion de usar la
monoterapia como tratamiento de mantenimiento (simplificacion), en vez de
tratamiento inicial (Gasol Boncompte et al., 2013). Los unicos farmacos que
disponen de evidencia suficiente para ser usados en monoterapia son LPV y
DRV potenciados con RTV o DRV potenciado con COBI (Pulido et al., 2008;
Nunes et al., 2009; Girard et al., 2017).
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1.3.2.1. Monoterapia como tratamiento de mantenimiento y/o

simplificacién con LPV/r

Entre los ensayos clinicos realizados con monoterapia usando LPV/r

podemos encontrar:

KalMO: Se trata de un estudio aleatorizado llevado a cabo en 2 centros
de Brasil. A las 48 semanas, los resultados por intencion a tratar (IT)
fueron: un 86% con CVP < 80 copias/ml en el brazo de monoterapia

frente a un 83% en el de triterapia (Nunes et al., 2006).

OK: Se trata de un estudio piloto multicéntrico, aleatorizado, abierto, que
se llevo a cabo en 4 centros espanoles. En el analisis realizado por
intencion de tratar (IT), el 81% de los pacientes en el brazo de
monoterapia y el 95% de los del brazo de triterapia alcanzaron el
objetivo primario de tener una CVP < 500 copias/ml de ARN viral en la
semana 48 (Arribas et al., 2005).

OKO04: A partir de los resultados del estudio OK, se disefié este estudio
multicéntrico, aleatorizado, abierto, de no-inferioridad, que se llevo a
cabo en 28 centros espanoles. Los resultados tras 48 semanas fueron
que el 94% de los pacientes en monoterapia y el 90% de los del brazo
de triterapia no desarrollaron fracaso terapéutico, con un IC del 95%
para la diferencia entre los 2 grupos de -11,8 a 3,4% (p = 0,28),
cumpliendo los criterios preestablecidos de no-inferioridad (Pulido et al.,
2008).

Estudio de Pierone et al. (2006): Se trata de un estudio piloto, no
comparativo, llevado a cabo en 2 clinicas estadounidenses. El 66% de
los pacientes alcanzé el objetivo primario de CVP < 75 copias/ml a las
48 semanas (IC del 95%, 41-86,7%). El 72% completé la monoterapia
con LPV/r durante las 48 semanas y de esos el 92% mantuvo CVP < 75

copias/ml a las 48 semanas (Pierone et al., 2006).
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Estudio de Singh et al. (2007): Se trata de un estudio aleatorizado y
abierto, a 48 semanas, llevado a cabo en un solo centro en el Reino
Unido. Se disponen resultados a 24 semanas que indican que no hay
diferencias estadisticamente significativas en la tasa de supresion viral
sostenida por IT (81% en el brazo de triterapia y 73,1% en monoterapia;
p = 0,64) (Singh et al., 2007).

Estudio de Sprinz et al. (2008): Es un estudio piloto, no aleatorizado,
realizado en un centro de Brasil. Los resultados demuestran un 63% de

pacientes con supresion virologica a los 2 afios (Sprinz et al., 2008).

Estudio de Ruane et al. (2007): Se trata de un estudio pequefio,
prospectivo, abierto, realizado en un unico centro, que evaluod la eficacia
y seguridad del LPV/r en monoterapia como TAR de mantenimiento en
pacientes con CVP indetectable, durante al menos los 9 meses previos a
la simplificacion y sin evidencia de resistencias previas a IP. De los 19
pacientes, 4 recibian LPV/r previamente al inicio del estudio. Sélo un
paciente presento fallo viroldgico, y presentd un virus sensible a LPV/r

tanto en el genotipo, como en el fenotipo (Ruane et al., 2004).

El objetivo de la mayoria los ensayos clinicos fue evaluar la eficacia y la

seguridad del LPV/r en monoterapia como mantenimiento frente a la triterapia

con ITIAN o ITINAN. Estos estudios indican que la estrategia de simplificacién

a LPV/r mantiene la CVP suprimida en un gran numero de pacientes y durante

un periodo largo. Sin embargo, en algunos estudios, especialmente en el

OKO04, se observé una mayor incidencia de viremia de bajo grado (50-500

copias/ml) (Panel de expertos de Gesida y Plan Nacional sobre el Sida, 2008).
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1.3.2.2. Monoterapia como tratamiento de mantenimiento y/o

simplificacién con DRV/r

Se han realizado tres grandes estudios en monoterapia con DRV/r, el

estudio MONET, MONOI y PROTEA:

MONET: Se aleatorizaron 256 pacientes en dos grupos que recibieron
monoterapia con DRV/r y triple terapia. Se trata de un estudio de no-
inferioridad, abierto y controlado. El analisis principal, analiz6 el
porcentaje de pacientes con CV <50 copias/ml tras 48 semanas sin
elevacion de la CV en ningun momento del estudio y sin cambio de
tratamiento. El ensayo demostré6 la no inferioridad del brazo de
monoterapia frente al de triple terapia a las 48 semanas, con un margen
de no inferioridad del 12%. El porcentaje de pacientes con carga viral
<50 copias/ml a las 48 semanas fue de 86,2 en el brazo de monoterapia
frente al 87,8% en triple terapia (Arribas et al., 2010; Gasol-Boncompte
et al., 2013).

MONOI: Es un estudio prospectivo, abierto y de no-inferioridad, que
evalua la eficacia y la seguridad en 225 pacientes con supresion virica
con triple terapia, aleatorizados a monoterapia con DRV/r. La variable
principal era la proporcion de pacientes con CVP <400 copias/ ml en la
semana 48. Se consideré fracaso la obtencion de dos niveles
consecutivos de RNA VIH superiores a 400 copias/ml o0 un cambio de
tratamiento. La eficacia fue del 94% en los pacientes en monoterapia
frente al 99% en los pacientes en triple terapia en el analisis por
protocolo, demostrando no inferioridad. El analisis por intencion de tratar
obtuvo unos valores de eficacia de 87.5% en monoterapia frente al 92%
en triple terapia, y no demostré no inferioridad. En la semana 96, la tasa
de supresion virologica (carga viral en plasma <50 copias/mL) no fue
diferente entre las 2 estrategias. En el analisis por intencion de tratar
(ITT) fue del 93,8% en el brazo de monoterapia frente a 90.6% en triple
terapia (p = 0,43), y en el andlisis por protocolo, el 94,9% en el brazo de

monoteapia frente a 89,7% en triple terapia (p = 0,26). A pesar de que
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los pacientes con DRV/r en monoterapia experimentaron con mas
frecuencia episodios transitorios de cargas virales bajas (blips), no
aparecieron mutaciones de resistencia a DRV (Gasol-Boncompte et al.,
2013; Valantin et al., 2012).

» PROTEA: Es un ensayo controlado aleatorizado cuyo objetivo fue
evaluar la eficacia y seguridad de la monoterapia con DRV/r como
alternativa a la triple terapia en 273 pacientes. El principal objetivo del
estudio era demostrar la no inferioridad en términos de porcentaje de
participantes con CV <50 copias/ml tras 48 semanas de tratamiento,
considerandose como fracaso virolégico aquellos casos en que se
cambiara el tratamiento inicial por cualquier motivo. Un 86,1% de los
integrantes del grupo con monoterapia y un 94,9% de los integrantes del
grupo con triple terapia alcanzaron una carga viral por debajo de 50
copias/mL. Sin embargo, tras 96 semanas de tratamiento el grupo de
monoterapia mostrd una eficacia menor al grupo de triterapia (75,2% vs
85,3%) (Girard et al., 2016).

1.3.2.3. Meta-analisis realizados con monoterapia

En un meta-analisis que analizé la eficacia de la monoterapia con IP/r no
se encontraron diferencias significativas entre la triple terapia y la monoterapia
(OR= 1,39, IC 95% 1,02-1,90) En cuanto a la seguridad, los pacientes tratados
con IP/r en monoterapia mejoraron su calidad de vida y disminuyeron los
efectos adversos (Saez de la Fuente et al., 2010). Otro meta-analisis mas
reciente concluye que la monoterapia presenta un incremento del riesgo de
fracaso viroldgico frente a la triple terapia a las 48 semanas del 10-13% en el
peor de los casos, sin embargo, estos pacientes consiguen altas tasas de
resupresion viral (93%) tras la reintroduccion de los inhibidores de la
transcriptasa inversa (Mathis et al., 2011). También se han publicado
resultados de esta estrategia en la practica clinica, con resultados similares
(Valencia-Ortega and Moreno-Celda, 2008; Molté et al., 2007; Pierone et al.,
2006).
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La estrategia de simplificacion a monoterapia con IP/r ha demostrado,
como hemos visto, la no inferioridad frente a la triple terapia en pacientes que
cumplen ciertos criterios. Al plantear su aplicacion en la practica clinica, se
deben sopesar tanto las ventajas como los inconvenientes, con el objetivo de
determinar en qué circunstancias podrian beneficiarse los pacientes de esta

estrategia de simplificacion.

Entre las ventajas destaca principalmente la mejora de la tolerancia, ya
que al eliminar del tratamiento los farmacos inhibidores de la transcriptasa
inversa, se evitan sus efectos adversos, mejorando de manera significativa su
adherencia al tratamiento y evitando, ademas, las posibles interacciones de los
inhibidores de la transcriptasa inversa con otros medicamentos, aunque no son

frecuentes ni importantes en general.

En cuanto a los posibles inconvenientes de la monoterapia con IP, se

han planteado principalmente tres:

a) Aparicion de resistencias: La alta barrera genética de los IP hace que la
aparicion de resistencias sea baja, pero no nula, en pacientes con supresién
virolégica. Es importante destacar que en los pacientes en tratamiento con IP/r
en monoterapia en los que han aparecido resistencias, la supresion viral se ha
restablecido al reiniciar la triple terapia, sin que esto haya supuesto una pérdida

de opciones terapéuticas (Pérez-Valero and Arribas, 2011).

b) Presencia de cargas virales bajas sostenidas: La presencia de cargas virales
entre 50 y 200-500 copias/ml es mas comun en pacientes en monoterapia que
en triple terapia, aunque sus implicaciones clinicas no estan claras (Pulido et
al., 2010). Todos los estudios muestran que el aumento de CD4 no es menor
en pacientes en monoterapia que en los que mantienen la triple terapia, por lo
que, en cualquier caso, esta baja viremia no parece afectar a la recuperaciéon
inmunoldgica de estos pacientes. Ademas, en la mayoria de los casos, la baja
viremia no conllevo la aparicion de mutaciones de resistencia. El origen de esta
viremia de bajo nivel no esta del todo aclarado, pero parece que la adherencia
inadecuada podria desempefiar un papel importante, mas del que desempeia
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en pacientes en tratamiento con triple terapia, ya que la corta vida media de
LPV/r hace que el fallo en una toma de medicacion en pacientes en
monoterapia conlleve mas riesgo de rebote viral (Pulido and Llenas-Garcia,
2008).

c) Control de la replicaciéon viral en reservorios anatomicos: Que abordaremos

en el siguiente apartado.

1.3.2.4. Monoterapiay reservorio genital masculino

El reservorio celular del VIH es inaccesible al TAR por una cuestion
farmacodinamica. EI ADN proviral, que es el elemento basico de este
reservorio, esta integrado en el ADN de la célula hospedadora, y no hay
farmacos que puedan atacarlo de forma selectiva. A pesar de esta limitacion,
hace anos se defendio la hipétesis de la erradicacion de la infeccion por el VIH
a partir de un tratamiento que fuese capaz de suprimir completamente la
replicacion del VIH. En ausencia de replicacion, la curacion llegaria cuando los
reservorios celulares del VIH se agotasen; algo que, como en todos los ciclos
bioldgicos, era cuestion de tiempo. La primera limitacidn importante para esta
hipétesis se obtuvo cuando se supo que esas células CD4 quiescentes podian
tener una vida media enorme, que impedia la eliminacion del ADN proviral
durante el periodo de la vida de una persona. La segunda limitacion la
proporciono la evidencia de que nuestras estrategias terapéuticas actuales
frente al VIH son incapaces de conseguir la supresidén completa de la
replicacion del VIH. Es decir, que siempre hay, fundamentalmente dentro de
estos reservorios celulares, una replicacion residual que garantiza la continua
infeccion de nuevas células, la renovacién del ADN proviral y, por tanto, la

perpetuacion de la infeccidon (Pasquau, 2008).

El tracto genital masculino es un reservorio donde no existe un
paralelismo absoluto entre la carga viral del compartimento plasmatico y la de
este, donde la evolucion genotipica del VIH puede ser distinta, y donde hay un
acusado gradiente negativo de las concentraciones de los farmacos

antirretrovirales (Pasquau, 2008). Diferentes estudios han comparado los
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niveles de antirretrovirales en semen y sangre, documentando diferencias en
cuanto a la penetracion de varios farmacos en este compartimento (Lambert-
Niclot et al., 2012; Osborne et al., 2013). La monoterapia con IP logra niveles
de penetracion bajos en el compartimento genital (Bunupuradah 2014)
comparados con la sangre (Osborne et al., 2013). Mientras que la triterapia con
ITIAN/ITINAN alcanza un alto nivel de penetracidn en el compartimento genital
(Bunupuradah 2014).

Estudios realizados con pacientes en monoterapia con IP con atazanavir
potenciado con ritonavir (ATV/r), muestran resultados contradictorios. Los dos
estudios publicados hasta el momento describen la actividad antirretroviral de
ATV/r en plasma seminal (Swindells et al., 2006; Vernazza et al., 2007). Ambos
estudios suprimieron las CVP con triterapia antes de cambiar a monoterapia
con ATV/r. Uno de ellos no mostré deteccion de ARN-VIH en el plasma seminal
de 8 pacientes tras 24 semanas de monoterapia (Swindells et al., 2006), sin
embargo, en el otro estudio, se detectaron altos niveles de ARN-VIH en el
plasma seminal en 2 de 15 pacientes tras 24 semanas de tratamiento a pesar
de la supresion viral completa en sangre (Vernazza et al., 2007). No se realizé
medicién farmacoldgica en semen en ninguno de los dos estudios (Sahali et al.,
2008). Otros estudios realizados con monoterapia con lopinavir potenciado con
ritonavir (LPV/r), como el estudio MONARK (monoterapia con LPV/r en
pacientes naive) no detectaron CV en semen en ninguno de los participantes
(Ghosn et al., 2008), sin embargo, en el estudio KalMO, encontraron
concentraciones detectables de ARN-VIH en semen en 1 de los 15 pacientes
del estudio (Nunes et al., 2009). Estos ultimos resultados coinciden con el
estudio realizado por Santos et al. (2016). Por otro lado, un estudio realizado
con monoterapia con darunavir potenciado con ritonavir (DRV/r) y triterapia,
detectd ARN-VIH en semen en 3 pacientes de 45 (uno con monoterapia y dos
con ftriterapia) tras 48 semanas de tratamiento. Resultados similares a los
observados por Santos et al. (2016). Todos ellos mostraron CVP indetectable.
Estos resultados sugieren que existe una difusidbn pasiva desde el
compartimento sanguineo al compartimento genital, demostrando que aunque
la penetracion de DRV, en términos de concentracion, sea baja, en términos de
eficacia es Optima (Lambert-Niclot et al., 2010).
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Segun Lowe et al.,, (2004) la mayoria de los estudios muestran casi
siempre un paralelismo estrecho en los acontecimientos inmunovirologicos
entre el compartimento plasmatico y el liquido seminal. Los IP aparecen en
menor medida en semen. Esto es debido principalmente, a una mayor
apetencia de los IP por las proteinas, quedando muy poca fraccién libre que
pueda difundirse al semen, y no debido a la dificultad de los IP de atravesar la

barrera hematotesticular (Lowe et al., 2004).

En resumen podemos decir que actualmente, la monoterapia con IP es
una estrategia terapéutica, alternativa al tratamiento antirretroviral convencional
con tres antirretrovirales. Su uso esta aceptado como tratamiento de
mantenimiento en pacientes muy adherentes, con al menos seis meses de
supresion viral, que no hayan experimentado fracasos terapéuticos previos con
un régimen que contuviese un inhibidor de proteasa (Panel de Expertos de
GeSIDA y Plan Nacional sobre el Sida, 2011).

2. Deseos reproductivos en parejas con varén VIH"

Las diferentes opciones de tratamiento antirretroviral han supuesto una
mejora en la calidad y esperanza de vida de los pacientes, dando lugar a
nuevas cuestiones como la fertilidad y la reproduccion segura (Pilatz et al.,
2014). La mayoria de los pacientes infectados por VIH estdn en edad
reproductiva e intentan concebir hijos sanos, por lo tanto, sus demandas

reproductivas, son cada vez mas importantes (Wang et al., 2014).

2.1. Influencia del VIH sobre la fertilidad masculina

En 1991, Krieger et al. informaron por primera vez sobre la calidad
seminal de pacientes VIH® describiendo alteraciones en los parametros
espermaticos (Krieger et al., 1991) desde entonces, varios estudios han
evaluado la calidad seminal en varones infectados con VIH (Dulioust et al.,
2002; Nicopoullos et al., 2004; Bujan et al., 2007; Lambert-Niclot et al., 2011;
Pilatz et al., 2014;).
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La fertilidad de los varones infectados por VIH puede verse afectada por
una disminucion en la funcion testicular, expresada tanto por la disminucion de
testosterona, como por el aumento de globulina transportadora de hormonas
sexuales (SHBG) (Lorusso et al., 2010). Ha sido muy debatido el efecto del VIH
sobre los parametros seminales (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., 2007), 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., 2008a). No se encontré efecto adverso en la calidad del
semen hasta que el recuento de las células CD4 bajaba de 200 células/mm3 o
el paciente desarrollaba sindrome de inmunodeficiencia adquirida. De igual
manera, 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),
constatdandose reduccién en el recuento espermatico, la motilidad y el
porcentaje de formas normales (Politch et al., 1994; Muller et al., 1998;
Jerénimo et al., 2017). Por lo que podemos concluir que la afectacion seminal

dependera del estadio de la enfermedad.

Varios estudios han encontrado alteraciones en la calidad seminal en
hombres VIH", bajo terapia antirretroviral (monoterapia, biterapia, triterapia), en
comparaciéon con hombres VIH". Han informado de una disminucion significativa
de la movilidad progresiva, concentracion espermatica y recuento total de
espermatozoides, asi como de un menor volumen de eyaculado en pacientes
VIH" sometidos a terapia antirretroviral (Muller et al., 1998, Dulioust et al., 2002;
Nicopoulos et al., 2004). Sin embargo, otros estudios demuestran que los
tratamientos antirretrovirales no perjudican la espermatogénesis en pacientes
VIH*, siendo comparables los analisis de semen entre pacientes VIH" y VIH
(Lorusso et al., 2010). Lambert-Niclot et al. (2011) realizaron un estudio para
determinar que antirretrovirales se asociaban a cambios en los parametros

seminales. No encontraron diferencias significativas entre los diferentes ARV
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(ITIAN, ITINAN e IP) y los parametros seminales estudiados, pero si una
tendencia a un menor volumen del eyaculado, una menor movilidad
espermatica progresiva y un menor porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales. Cuando consideraban unicamente el régimen de
ITINAN, obtuvieron diferencias significativas entre dos de ellos (nevirapina y
efavirenz). Efavirenz demostr6 un menor movilidad progresiva y una menor
vitalidad espermatica de forma significativa, lo que podria afectar a los deseos
reproductivos en varones VIH" sometidos a este tipo de farmaco antirretroviral
(Lambert-Niclot et al., 2011; Jerénimo et al., 2017).

2.2. Opciones reproductivas en parejas con varén VIH"

Ante parejas con varén VIH®, el consejo reproductivo integral y riguroso
es prioritario, asumiendo que la reproduccion asistida no siempre es la via mas

idonea.

2.2.1. Reproduccién natural

La reproduccion natural deberia ser la primera opcion a valorar, en
funcién del estado serolégico de la pareja, estado de la infeccion en el varén

seropositivo y del estudio basico de esterilidad.

El porcentaje de parejas serodiscordantes para VIH que tiene relaciones
con deseos reproductivos, es decir, sin proteccion mediante métodos de
barrera (Buchacz et al., 2001; Kalichman et al., 2002; Klein et al., 2003), ha ido
aumentando conforme el TAR se ha ido implantando, ya que actualmente
puede ser superior al 75% (Van Leeuwen et al., 2008b). En 2008, la Comision
Federal del SIDA/VIH de Suiza (Vernazza et al., 2008) declaré que una
persona seropositiva para VIH con adherencia total al TARGA, con CVP
indetectable durante al menos 6 meses y sin infecciones de transmision sexual
no transmitia el VIH a través de las relaciones sexuales, estimado en 1:100.000
el riesgo de transmision en coito sin proteccidn. Esta declaracion fue objeto de
multiples debates, pero apoyd la concepcidén natural, propuesta anteriormente

por grupos espanoles (Barreiro et al., 2007; Bujan and Pasquier, 2016).
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En 2006, un estudio espafol (Barreiro et al., 2006a) informé de 76
concepciones naturales en 62 parejas serodiscordantes para el VIH. El estudio
realizado en 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, registr6 62 gestaciones sin
seroconversiones en sus parejas seronegativas, recomendando a las parejas
mantener relaciones no protegidas solo en dias alternos y en el periodo
proximo a la ovulacion. Estos resultados deberian ser valorados con cautela y
reafirmados por estudios mas extensos antes de generalizar dicha practica, tal
como los propios autores recomendaran (Barreiro et al.,, 2006b).
Recientemente, un estudio prospectivo realizado por Del Romero et al. (2016)
en parejas serodiscordantes para VIH que optaron por la concepcion natural y
cumplian exhaustivos criterios de inclusion (pacientes en seguimiento con
tratamiento ARV, supresion viral plasmatica durante al menos 6 meses,
adherencia maxima al tratamiento ARV, estado inmunoldgico conservado,
carga viral y proviral indetectable en semen y ausencia de infecciones
genitourinarias), obtuvo un total de 144 gestaciones espontaneas y 105 RNV
(72,9%). Sin embargo, se detectd carga viral positiva en semen en un 6% de
los pacientes, por lo que se les aconsejé evitar relaciones sexuales sin
proteccion hasta que resultaran negativas. No se produjo ningun caso de
transmision horizontal o transmision vertical del VIH. Por lo que concluyen que
en ausencia de problemas de fertilidad y bajo condiciones controladas, la
concepcion natural podria ser un medio reproductivo seguro y eficaz para

parejas que eligen esta opcion.

Sin embargo, aunque existen estudios que afirman que no hay
trasmision horizontal, no significa que no exista riesgo de transmision en la
concepcion natural. Los riesgos y los beneficios deben de ser valorados al
elegir esta opcion (Sun et al., 2015). Existe una oposicién a la reproduccion
natural en determinados varones VIH® que 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 bajo
tratamiento de triterapia. En el aparato genital, al igual que en el SNC, distintos

factores locales pueden afectar a la infeccion por VIH. Entre estos factores
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estarian la coinfeccién con otros patégenos de transmision sexual, que pueden
provocar condiciones inflamatorias que conlleven una mayor replicacion 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 relacion
coste/eficacia. Debemos recordar que el riesgo de transmision sexual de VIH
de vardon 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
aquellas con baja o nula carga viral, demostrar que el riesgo de contagio
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., 2007), 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, parece poco probable que
se emprendan ensayos clinicos con metodologia adecuada para generar la

evidencia necesaria (Englert et al., 2004).

2.2.2. Profilaxis pre-exposicion

En el caso de parejas seropositivas para VIH con buena adherencia al
tratamiento con TARGA, estudios recientes han unido reproduccién natural con
coito programado y profilaxis pre-exposicion (PrEP) (Matthews et al., 2010). La
PrEP con TARGA diaria ha demostrado gran eficacia clinica contra la infeccion

del VIH y es muy recomendada por la Organizaciéon Mundial de la Salud para
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personas no infectadas por el VIH con alto riesgo de exposicion (Jindal et al.,
2016), por lo que se plantea como opcion para reducir aun mas el posible
riesgo. Vernazza et al. (2011) describieron mayores tasas de gestacion con
PrEP que mediante IA en parejas serodiscordantes con varon seropositivo para
VIH.

Truvada es un comprimido combinado que contiene emtricitabina y
tenofovir, y ha sido aprobado para prevenir la infeccion en parejas no
infectadas de hombres VIH*. Debido a que Truvada se debe tomar diariamente,
la adherencia es una limitacion (Jindal et al., 2016). En ensayos clinicos con
adultos heterosexuales activos, el uso diario de PrEP oral con Truvada fue
seguro y redujo el riesgo de contraer el VIH en un promedio de 63 a 75%. Se
hallaron altos niveles de proteccion (290 %) en las personas cuyo nivel de
farmaco en la sangre indico que habian tomado el medicamento de manera
consistente (Baeten et al., 2012; Thigpen et al., 2012). En ensayos con PrEP,
se ha hecho un seguimiento durante un promedio de 1 a 4 afios a las personas
que estaban tomando el medicamento. Aunque el uso de la PrEP en adultos no
infectados por el VIH no se asoci6 a graves riesgos para la salud, la seguridad

de la PrEP a largo plazo no se ha determinado todavia.

En 2015 se publicé un ensayo para analizar el beneficio de la PrEP para
parejas serodiscordantes con deseos de concebir (Hoffman et al., 2015). No se
encontré ningun beneficio y se concluyd que siempre que el TARGA esté
disponible para el varén VIH®, las parejas serodiscordantes pueden tener los
resultados deseados sin anadir la PrEP. Ademas, en una reciente revision
realiazada por Unemo et al.,, 2017 destaca que muchos de los beneficios
observados en ensayos sobre PrEP se deben mas a cambios en los habitos

sexuales que en el tratamiento en si.
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2.2.3. Lavado de semen

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 consiguié 17 gestaciones en 15 mujeres, no se produjo ninguna

seroconversion ni horizontal ni vertical.

La técnica de lavado de semen consistio en someter al semen a una
doble seleccion de espermatozoides: primero haciendo que atraviese por un
gradiente de varias densidades mediante centrifugacién y luego dejando que
naden hacia arriba los espermatozoides moéviles (swim-up). Estos
espermatozoides son los que se utilizan para la inseminacion, previa
comprobaciéon mediante PCR de la ausencia de VIH. De esta manera se
consiguio lograr la fecundaciéon con menor riesgo de contagio para la mujer y

su descendencia.

Posteriormente a esta publicacién, fueron apareciendo diferentes
modificaciones a esta técnica: diferentes porcentajes de gradientes de
densidad, tiempo y fuerza de centrifugacion, y la utilizacion de diferentes
dispositivos. Las diferentes técnicas de lavado de semen disponibles

actualmente son:

a) Gradiente de densidad/Swim-up: 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. El
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 solucién es
igual a su propia densidad. La velocidad a la que sedimenta cada uno de los
componentes depende fundamentalmente de su tamafio y de su forma. Los

componentes de menor tamafio necesitan mayor fuerza de centrifugacion y
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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 solucion 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 moviles se localizaran en la capa de mayor
densidad, es decir, al fondo el tubo. Para recuperar esta capa se debe tener
cuidado de que no se contamine con las otras capas superiores donde pueden
estar presentes las particulas virales. El boton celular obtenido, tras ser lavado
en un medio de cultivo una o dos veces, es recuperado y sometido a la técnica
de swim-up. Esta técnica se basa en una seleccion de los espermatozoides por
su movilidad. El boton 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 6,5% de CO,
durante 45 minutos. Transcurrido este tiempo, se recoge el sobrenadante
donde estaran los espermatozoides moéviles, que habran nadado hacia arriba

desde el botdn 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 determinacién viral mediante PCR y una ultima
fraccion sera utilizada para reproduccion asistida, siempre y cuando la PCR

haya sido negativa.
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Algunos autores han criticado esta técnica de lavado pues se trata de un
procedimiento relativamente largo que requiere conocimientos técnicos
avanzados. Ademas, se ha observado que puede existir contaminacién durante
la etapa de recoleccion de la muestra al aspirar las capas superiores de
gradiente y puede afectar a los espermatozoides moéviles (Politch et al., 2004)
(Figura 5).

FIGURA 5: Método de gradiente/swim-up (Politch et al., 2004).
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b) Tubo de doble gradiente: Se trata de un método que limita la contaminacién
de los espermatozoides durante el procedimiento de separacion de gradientes,
mediante la disposicién del gradiente de densidad dentro de un tubo interno. El
tubo interior es similar a una jeringa sin émbolo, desechable, colocada con el
bisel hacia abajo dentro de un tubo coénico estandar de poliestireno de 15 mL.
Primero se depositan los gradientes de densidad en el interior del tubo interno,
para finalmente colocar encima de estos la muestra de semen. El tubo interno
se sella con Parafilm (American National Can, Greenwich, CT) y se centrifuga
la muestra, de tal forma que la abertura en la parte inferior del tubo interno
permite a los espermatozoides madviles formar un botdn celular en el fondo del
tubo exterior (Figura 6). Tras la centrifugacion de la muestra se retira el tubo
interno que contiene los gradientes junto con el plasma seminal, dejando
unicamente el gradiente de mayor densidad y los espermatozoides moviles en
el fondo del tubo exterior. Gracias a que el tubo interno queddé sellado

previamente, el material contaminado se puede desechar de forma limpia.
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Parte del gradiente de mayor densidad puede permanecer en el tubo exterior
junto con el botdn celular que contiene los espermatozoides maviles, por lo que
debera ser retirado con una pipeta desechable. El botdon celular debe de ser
resuspendido en medio de lavado de semen y transferido a un tubo limpio para
volver a centrifugar la muestra y eliminar las particulas coloidales que forman
los gradientes de densidad (Politch et al., 2004).

Al igual que la técnica anterior, la muestra se divide en varias partes:
para la valoracion mediante recuento y movilidad espermatica, para la
determinacién viral mediante PCR y para reproduccioén asistida, siempre vy

cuando la PCR haya sido negativa.

Este método es una técnica relativamente simple y rapida para excluir el
VIH de la fraccion mévil del semen, y la recuperacion de espermatozoides
moviles es mayor en comparacion con el método estandar. Esta técnica parece

ser prometedora, pero estos tubos no estan disponibles en el mercado todavia.

FIGURA 6: Método de tubo de doble gradiente (Politch et al., 2004).
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c) Prolnsert™ (Nidacon): El Prolnsert™ es un kit esterilizado que consta de dos
tubos de centrifuga, uno de ellos contiene un dispositivo de polipropileno
inserto con una canula para la recuperacion del boton celular (Figura 8). Dentro
del tubo de centrifuga que contiene el dispositivo se preparan los gradientes de
densidad, primero se aflade el de mayor densidad, luego el de menor densidad
y por ultimo, la muestra de semen. Después de la centrifugacion y a través de
la canula que contiene el dispositivo se recupera el boton celular, y se
resuspende en el otro tubo de centrifuga incluido en el kit, que contiene un
medio de lavado. Tras una segunda centrifugacién, la muestra es dividida en
varias alicuotas, que tendran diferente destino, al igual que las anteriores
técnicas (valoracion mediante recuento y movilidad espermatica, determinacién
viral mediante PCR y reproducciéon asistida, siempre y cuando la PCR haya
sido negativa). Segun Fourie et al., (2015) las TRA en combinacion con el uso
del lavado de semen con Prolnsert™ es una opcion muy segura, siempre que
la PCR haya confirmado la ausencia de VIH en la muestra. Este método reduce
el tiempo de preparacion, aumentando el numero de espermatozoides libres de

VIH gracias a la efectividad y seguridad del dispositivo (Jindal et al., 2016).

FIGURA 8: Método Prolnsert™ (Nidacon).
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d) Multiples gradientes de densidad + tripsina: Loskutoff et al. (2005)
optimizaron el método comentado anteriormente de Prolnsert mediante la
adiccion de tripsina en el gradiente intermedio, junto con la adiccion de
inhibidores de ésta en los gradientes superior e inferior (Figura 7). La adiccion
de tripsina se realizd con el objetivo de evitar que las particulas del virus
pudieran pasar al boton celular durante la centrifugacion al adherirse a los
espermatozoides moviles, ya que esta actua rompiendo enlaces que se forman
entre célula-envolturas virales. Sin embargo, la adiccion de tripsina puede influir
de forma negativa durante la fecundacion al disminuir la interaccion entre
espermatozoide y ovocito, por ello, fueron afiadidos los inhibidores de tripsina,
con el fin de evitar estos efectos deletéreos de la tripsina. Los autores
concluyeron que este procedimiento es muy eficaz para inactivar el VIH del

semen sin afectar la calidad de los espermatozoides.

FIGURA 7: Método de triple gradiente de densidad + tripsina (Loskutoff et al.,
2005).
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2.2.4. Deteccion del virus en la muestra lavada

Existen varios métodos comerciales para la determinacién de la carga
viral; HIV RNA PCR (Amplicor HIV-1 Monitor, Roche Molecular Systems),
branched chain DNA o bDNA (Quantiplex HIV RNA Assay, Chiron), Nucleic
acid sequence based amplification o NASBA (Nuclisense, Organon Teknika)
(Galbis et al., 2012).

39



Introduccion

El método de deteccion mas empleado es la PCR estandar, que
amplifica enzimaticamente secuencias especificas del material genético, por lo
que permite la cuantificacion del ADN y del ARN del HIV de la muestra (carga
proviral y viral). Se determina tanto si hay particulas libres ARN del virus como
de la forma proviral ADN (virus integrado en el genoma de la célula infectada).
Aunque las técnicas disponibles inicialmente (primera generacion) detectaban
s6lo a partir de 10.000 copias/ml, las técnicas mas utilizadas en la actualidad
tienen un limite inferior de deteccion de 20 y 50 copias/ml (Pasquier et al.,
2012). 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, o que nos sugiere que no es imprescindible realizar
técnicas de deteccidn 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), por lo que se ha propuesto y desarrollado
programas de control de calidad externo entre laboratorios que realicen estas
técnicas (Bourlet et al., 2003; van Leeuwen et al., 2007; Pasquier et al., 2012).
Estos programas han sido desarrollados por la asociacion de Centros de
Técnicas de Asistencia Reproductiva a las parejas de VIH en Europa
(CREAThE), con centros en Reino Unido, ltalia, Francia, Bélgica, Espana,

Italia, Suiza e Israel (Jindal et al., 2016).
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2.3. Técnicas de reproduccién asistida

Las TRA 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. Una vez que la pareja ha optado por reproduccion asistida,

debemos decidir si realizar |A o FIV/ICSI.

2.3.1. Resultados reproductivos tras TRA en parejas con varén VIH*

Tradicionalmente, el lavado de semen para TRA ha sido utilizado para
satisfacer las necesidades de las parejas con infertilidad o subfertilidad (Zafer
et al., 2016). La inseminacién artificial (IAC) ha sido el método elegido en los
tratamientos de reproduccion asistida en parejas serodiscordantes desde hace
varias décadas, si las pruebas ginecolégicas de la mujer lo han permitido, y el
recuento de espermatozoides moviles era suficiente. Sin embargo, existen
diversos casos en los que no esta indicado el uso de la IAC, como por ejemplo,
mujeres seronegativas con obstruccién de trompas de Falopio, casos de baja
calidad seminal o con un bajo numero de espermatozoides totales tras el
lavado seminal que haga prever una baja tasa de embarazo, o incluso en fallos
repetidos en las inseminaciones artificiales realizadas. En estos casos estaria
recomendado el uso de ICSI o FIV (Galbis et al., 2012).

2.3.1.1. Inseminacion artificial

Semprini et al., (2013) realizaron un estudio para evaluar la seguridad
del lavado de semen en IAC cuando el varon es seropositivo para el VIH y la
mujer seronegativa. Realizaron dos estudios simultaneos, un analisis
retrospectivo y un analisis de seguimiento. En el analisis retrospectivo se
analizaron 635 parejas con varon VIH® que estaban inscritas en un programa
de IAC con lavado de semen (2113 ciclos) y al 58% de estas parejas se les
realizd el analisis de seguimiento (1365 ciclos). Todos los varones VIH*
estaban bajo tratamiento antirretroviral. Se realizé un lavado de semen con la

técnica de gradientes de densidad/swim-up y posterior deteccion con PCR. En
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el primer analisis obtuvieron una tasa de embarazo del 16%, con una tasa de
recién nacido del 13%. La tasa acumulada de embarazo tras 3,8 ciclos de IAC
tras lavado seminal fue de 48%, la tasa acumulada de recién nacido del 41% y
la tasa de embarazo multiple del 8%. En el segundo analisis obtuvieron una
tasa de embarazo del 17%, con una tasa de recién nacido del 14%. La tasa
acumulada de embarazo fue del 53% tras 3,4 ciclos de IAC, la tasa acumulada
de recién nacido del 47% y la tasa de embarazo multiple del 5%. No se detecto

ningun caso de seroconversion.

Barnes et al., (2014) realizaron un meta-analisis en el que informaron
que siempre y cuando el varon VIH® sea buen candidato para IAC, el lavado
seminal es el mejor método de eleccion por su seguridad y rentabilidad. El
meta-analisis incluyé 24 estudios que comparaban los resultados de las
diferentes TRA, asi como la tasa de embarazo, tasa de embarazo multiple y
tasa de aborto con varon seropositivo y mujer seronegativa y varén
seronegativo con mujer seropositiva. Sus resultados indicaron que tras 2393
ciclos de IAC con varon VIH®, la tasa de embarazo fue mayor por ciclo iniciado
(17%) en comparacién con la poblacion VIH', obteniendo un 10% de embarazo
multiple y un 19% de tasa de aborto espontaneo (Barnes et al., 2014). Los
resultados obtenidos, coinciden con una revision sistematica, que reporté 3900
ciclos de IAC en 1184 parejas con vardn seropositivo y mujer seronegativa
(Vitorino et al., 2011).

Por otro lado, Savasi et al. (2007) analizaron las tasas de embarazo
clinico tras IAC con semen lavado en parejas cuyo vardon VIH® estaba bajo
tratamiento ARV y parejas cuyo varén VIH® no estaba bajo ningln tipo de
tratamiento. Realizaron 2400 ciclos de IAC a 581 parejas serodiscordantes y
aunque los resultados no fueron estadisticamente significativos, obtuvieron una
tasa de embarazo clinico del 17,4% en aquellos que estaban bajo TARGA,
mientras que en el otro grupo fue del 25%. No hubo ninguna seroconversion
horizontal ni vertical y concluyeron que el lavado de semen es una técnica
eficaz y debe de ser la técnica de primera eleccién cuando la mujer es menor
de 40 afios y no existe ningun problema de fertilidad. Por otra parte,
Nicopoullos et al., (2010) recomiendan que si tras el lavado de semen se
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recuperan menos de 2 millones de espermatozoides moviles, se proceda a
cambiar la técnica a FIV/ICSI, ya que los parametros seminales tienen menos

impacto en el resultado.

A pesar de los buenos resultados obtenidos y la confirmacion de cero
casos de infeccion en mujeres o recién nacidos, tras mas de 8000 ciclos de
IAC, con semen lavado, no hay forma de garantizar que las particulas virales
no estén presentes en la muestra final para IAC. Esto es debido a que la
deteccion del virus depende de los métodos utilizados y la PCR, ya que se
puede detectar el ADN-VIH, pero pueden existir particulas de ARN-VIH libres o

asociadas a células (Jindal et al., 2016).

2.3.1.2. FIV/ICSI

Como ya hemos visto la calidad del semen puede estar afectada por la
propia infeccidn del VIH, por los tratamientos antirretrovirales utilizados (Politch
et al., 1994; Dulioust et al., 2002; Lyerly and Anderson, 2001), y en otros casos,
a pesar de ser muestras de semen aceptables, la técnica de lavado a la que se
somete para eliminar el virus, hace que el semen resulte no apto para IA. Por lo
que se recomienda la FIV en muchas parejas con varon VIH™. Por otro lado, al
empeorar significativamente la calidad del semen lavado por el proceso de
crioconservacion, en espera del resultado de la PCR, muchos autores
recomiendan realizar ICSI en vez de FIV (Lorusso et al., 2010), sin embargo,
otros autores como Marina et al., (1998) recomienda hacer siempre ICSI| en vez
de FIV en varones VIH+, pues se reduce el riesgo de contagio al exponer al

ovocito a un solo espermatozoide en vez de a miles como en la FIV.

Nuestro grupo (Molina et al., 2014) realizé un estudio retrospectivo
donde comparaban los resultados obstétricos y neonatales tras TRA en
pacientes VIH*, VHC y VHB, después de la técnica de lavado de semen. Las
tasas de implantacién, embarazo clinico y recién nacido fueron menores,
aunque no significativas, en el grupo de parejas con varon VIH'. Informaron
que esta tendencia a la baja entre parejas con varon VIH® podria estar

relacionada con la mala calidad embrionaria, ocasionada por el tratamiento
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antirretroviral o la propia infeccion de VIH. Por otro lado, Melo et al., (2008)
realizaron un estudio para evaluar la calidad embrionaria tras la ICSI de parejas
cuyo varon es VIH'. Realizaron la técnica de lavado de semen con triple
gradiente de densidad/swim-up y posterior congelacion de la muestra,
quedando a la espera del resultado de la PCR para el grupo de varones VIH".
El semen de varones VIH" fue procesado con swim-up directo y congelado. No
obtuvieron diferencias en la calidad embrionaria, salvo en el porcentaje de
fragmentacién, que fue mayor en las parejas cuyo varén es VIH*. Sin embargo,
las tasas de embarazo clinico (46,7% vs 40,5%), embarazo multiple (23,5% vs
21,8%) y aborto (14,3% vs 15,6%), fue muy similar en ambos grupos de
pacientes por lo que concluyen que la calidad embrionaria no se ve afectada
cuando la transferencia embrionaria es en D+3. Sin embargo, cuando estos
embriones se cultivaban hasta dia 5 6 6 se observé un aumento significativo en
el bloqueo embrionario del grupo de embriones procedentes de parejas

serodiscordantes.

Diversos meta-analisis y revisiones sistematicas argumentan que la ICSI
cuenta con mejores resultados tras el lavado de semen que la IA (Zafer et al.,
2016; Vitorino et al., 2011; Barnes et al., 2014; Savasi et al., 2013). En el meta-
analisis realizado por Barnes et al. (2014) analizaron 12 estudios y 780 ciclos
de FIV/ICSI en parejas con varén VIH® y obtuvieron una tasa de embarazo por
ciclo del 30%, una tasa de aborto del 25% y una tasa de gestacion multiple del
33%. Vitorino et al. (2011) realizaron una revision sistematica sobre 10 estudios
y 738 ciclos de FIV/ICSI y encontraron una tasa de embarazo del 38,1% y una
tasa de aborto del 20,6%, resultados comparables con el estudio realizado por
Sauer et al. (2009) en el que obtuvieron una tasa de embarazo del 37% tras
analizar 450 ciclos de 181 parejas. En ningun estudio se encontrd

seroconversion de la mujer seronegativa.

Asimismo, se han analizado los resultados de la tasa acumulada de
embarazo para este tipo de pacientes. Estos estudios muestran una tasa
acumulada de embarazo clinico del 33%, mientras la tasa acumulada de
embarazo evolutivo es del 26,8% sin ninguna seroconversion (Savasi et al.,
2013).
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2.4. 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 enfermedad y
con las caracteristicas clinicas de la pareja. La mayoria de Sociedades
Cientificas considera adecuada la atencion a los deseos reproductivos de
parejas con VIH' (CDC, 2001; Shenfield et al., 2004; FIGO, 2006; Matorras and
Hernandez, 2007; ASRM, 2008). En lo que discrepan es en el abordaje
la Tabla 2,

recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF) sobre este tema

terapéutico. A modo de ejemplo, en se presentan las
que coinciden con la Guia de Sistema Andaluz de Salud (Guia SAS, 2016).

TABLA 2: Protocolo de tratamiento para RHA en pacientes con VIH"

Carga viral sérica (CV)
Negativa (paciente controlado)

Positiva

Relaciones naturales en dias alternos
fértiles® (opcidén informada)®<

Reproduccidn asistida con lavado seminal

Varén Ac VIH+ PR :
y determinacién CV posterior®

Autoinseminacién o relaciones naturales

: S ERE i Desaconsejar embarazo y evaluar estado
Mujer Ac VIH+ | en dias alternos fértiles* (opcién ) y

informada)®4

viral e inmunolégico

Ambos Ac VIH+

Ambos pacientes CV sérica negativa:
autoinseminacion? (opcion informada) o<

Ambos pacientes CV sérica positiva:
desaconsejar embarazo

* Recomendacion basada en consenso de expertos por ausencia de evidencia derivada de estudios de intervencion.

b Opcién informada. Debe ser aceptada por la pareja.

<En caso de rechazo de la opcidén informada se tratara como varén CV positiva.

4En caso de rechazo, tratar con IAC en centro de origen, y si estd indicada FIV/ICSI en la Unidad de Referencia del SSPA.

< El EBE y la estimulacién de la ovulacion se realizaran en la Unidad de origen de la pareja y los procedimientos de laboratorio en la
Unidad de Referencia del SSPA.

3. Tratamiento de la esterilidad y técnicas de reproduccion

asistida

La reproduccion asistida engloba un conjunto de técnicas encaminadas
a facilitar la fecundacion del ovocito. Dentro de estas TRA se encuentran la
inseminacioén 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
estimulaciéon de la ovulacion 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 estimulacion
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ovarica se realiza mediante ecografia ovarica via vaginal unicamente
(inseminacion artificial) o acompafiado de determinacion de niveles séricos de
estradiol (FIV/ICSI) (Matorras and Hernandez, 2007).

3.1. Inseminacion artificial

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): inseminacion artificial conyugal.
- Inseminacion artificial de donante (IAD): inseminacion artificial de

donante.

La inseminacion puede ser intracervical o intrauterina, segun el lugar
donde se deposite el semen. La tasa de embarazo es significativamente mayor
con la inseminacion intrauterina que con la inseminacion 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 masturbacion, en el
mismo dia en que se va a realizar la inseminacion. Se recomienda al varén una
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 asignacion 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
inseminacién con dos objetivos. Primero, aislar un alto porcentaje de
espermatozoides funcionales, con una alta movilidad y sin anomalias
morfoldgicas 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 capacitacién espermatica (Sellés et al., 2004).
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Entre las técnicas mas utilizadas para seleccionar espermatozoides
moviles se encuentran los gradientes de densidad y el swim-up. En pacientes
con VIH" se suele realizar primero la técnica de gradiente de densidad y a
continuacion la de swim-up, denominandose a esta combinacion de ambas

técnicas lavado seminal, como hemos visto anteriormente.

3.2. FIV/ICSI

La FIV hace referencia al desarrollo del embrién en el laboratorio, desde
de los primeros estadios hasta el dia quinto o sexto tras la fecundacién. Una
definiciéon adecuada del procedimiento conocido como FIV seria: fecundacion y
progreso de los primeros estadios embrionarios fuera del organismo. Segun el
método de fecundaciéon 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 estimulacién de la ovulaciéon en la mujer. Cuando, tras
estimulacion, los foliculos ovaricos ha alcanzado un tamano de 17 mm se
procede a desencadenar la ovulacion 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 inyeccién, mediante puncion folicular ecoguiada, se procede a la
aspiracion de los foliculos ovaricos. El liquido folicular es trasladado al
laboratorio de reproduccion asistida, donde se realiza la identificacién de los

complejos cumulo-corona-ovocito (Figura 9).

FIGURA 9: Complejo 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-

convencional se cultiva cada complejo

concentracion determinada, mientras que en ICSI se decumulan los complejos

y cada ovocito sera microinyectado con un

comprueba la fecundacion, realizandose la transferencia de embriones al utero
dos, tres o cinco dias después de la puncidn folicular. Los embriones sobrantes

se crioconservan en nitrégeno liquido. En la Figura 10 se esquematizan las

ovocito sera diferente. En la FIV

con los espermatozoides a una

espermatozoide. Al dia siguiente se

diferentes etapas de laboratorio en FIV/ICSI.

FIGURA 10: Etapas de laboratorio en FIV/ICSI.

Recogida de
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Cultivo Preparacion
ovocitario I espermatica
Inseminacion tras
2-6 horas
1
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Control de la fecundacion a las 18-18 h. tras inseminacion
y cambio de medio de cultivo embrionario

| No transferencia | | Si transferencia
Revision de los Revision de los
embriones embriones
v v
Transferencia Criopreservacion,
cultivo o rechazo de
embriones sobrantes
2 L 2
| No transferencia | | Si transferencia |
Revisiondelos || Revision de los embriones |
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medio para cultivo
secuencial
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Transferencia g
v

Cultivo embrionario secuencial (fransferencia,
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48




Introduccioén

3.3. Otras técnicas

En determinadas situaciones clinicas, se ha sugerido incorporar otras
técnicas de laboratorio al protocolo de FIV/ICSI clasico descrito. Entre estas
tenemos la seleccion avanzada de espermatozoides, la eclosion asistida y el
PGS (screening genético preimplantacional).

La seleccibn de espermatozoides avanzada se realiza utilizando
microscopia optica de alta amplificacion (IMSI) o mediantes técnicas bioldgicas
que seleccionan espermatozoides con determinadas caracteristicas
moleculares (receptores para Ac. hialurénico o aquellos que no expresen

marcadores apoptéticos).

La eclosidn asistida consiste en realizar una apertura en la zona pelucida
del embrion que le facilite su abandono en el proceso de eclosién. Dicha
apertura puede realizarse mediante laser, mecanica o quimicamente (acido

tyrode) (Aragonés et al., 2004).

El PGS consiste en biopsiar una o dos blastomeras de un embrion
conseguido por ICSI en D+3, o trofoblasto en estadio de blastocisto, para
determinar su contenido cromosémico mediante técnicas de CGH, 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 embrién de
igual modo que el indicado anteriormente para la eclosion asistida. También se
puede biopsiar el primer o segundo corpusculo polar, con el objeto de analizar

su informacion genética (Aragonés et al., 2004).

Otra indicacion de las técnicas de reproduccion asistida, como ya hemos
visto, es satisfacer los deseos reproductivos de parejas con enfermedades
infecciosas transmisibles (VIH, hepatitis C,...) para reducir al minimo el riesgo
de contagio del otro miembro de la pareja o de la descendencia. En caso del
varén seropositivo es necesario realizar una doble preparacion del semen en el
laboratorio (gradientes de densidad y después swim-up) y analizar la carga viral

en esta muestra preparada.
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El manejo de los gametos y embriones de estas parejas debe realizarse

bajo normas de seguridad biologicas adecuadas (Castilla and Magan, 2003).

3.4. Evaluacioén ovocitaria

La valoracion de la calidad de los ovocitos obtenidos mediante puncién
folicular tras estimulacibn de la ovulacion se puede realizar desde la
introducciéon de la ICSI mediante la evaluacién de aspectos morfolégicos del
ovocito tras su denudacion y su correlacion con el resultado del ciclo de

tratamiento.

Los ovocitos recuperados de pacientes sometidas a tratamiento de
estimulacion ovarica para realizar TRA pueden encontrarse en diferentes
etapas del desarrollo meidtico. Sélo 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 | (morfolégicamente muestra una vesicula germinal)
no pueden ser utilizados para ICSIl. Ademas, los ovocitos metafase Il gigantes
(diametro mayor a 200um) seran descartados para la ICSI, ya que suelen
resultar en fecundaciones anémalas: diginia y triploidia (Balakier and Cadesky,
1997).

Los ovocitos en metafase Il de buena morfologia presentan un
citoplasma claro, con una granulosidad moderada, un pequefo espacio
perivitelino, un corpusculo polar intacto y una zona pelucida sin color (Figura
11).
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FIGURA 11: Esquema de un ovocito en metafase Il con buena morfologia.
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Sin embargo, mas de la mitad de los ovocitos recuperados en un ciclo de
FIV/ICSI muestran por lo menos una anormalidad morfoldgica. Estas
anormalidades se pueden subdividir en citoplasmaticas o extracitoplasmaticas.
Las primeras incluyen granulosidad o decoloracion del citoplasma, agregacion
del reticulo endoplasmico liso, vacuolizacién y presencia de incorporaciones en
el citoplasma como cuerpos refringentes: cuerpos necroéticos o picnaéticos.
Estas anormalidades reflejarian defectos intrinsecos del ovocito en detrimento
de su viabilidad. Las segundas incluyen irregularidades en la forma del ovocito,
espacio perivitelino aumentado, presencia de restos en el espacio perivitelino,
fragmentacién 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 fecundacion 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. Kahraman et al.
(2000) encontraron menores tasas de embarazo a término en pacientes con
ovocitos con citoplasma granuloso, y Alikani et al. (1995) observaron una
disminucion significativa en la pérdida preclinica de embarazo en pacientes con

transferencias de embriones procedentes de ovocitos de buena morfologia.
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Actualmente, a excepcidon de los megaovocitos, no se suele considerar
la calidad ovocitaria en la seleccidon embrionaria, pues no todos los autores han
observado las comentadas asociaciones entre morfologia ovocitaria y

embrionaria (De Sutter et al., 1996).

3.5. Evaluacion del cigoto

La seleccion embrionaria sera el resultado de la evaluacion global del
embridén: desde el estadio de cigoto hasta el dia de la transferencia. 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 inseminacion mediante FIV o
ICSI (Figura 12).

FIGURA 12: 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 continuacion. Tras realizar la
ICSI el ovocito muestra “ondas” circulares de granulacion en el ooplasma con
una periodicidad de 20 a 50 minutos. Durante esta fase de granulacion la
cromatina del espermatozoide se descondensa. A continuacion 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 tamano y los precursores nucleolares se
desplazan por el interior de cada pronucleo para alinearse y quedar

enfrentados.
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Mientras que los pronucleos se clasifican en base a la simetria, posicion
y localizacion de los mismos, los precursores nucleolares se evaluan en base al
numero, simetria y localizacion de los mismos. 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 formacién y polarizacion de los precursores
nucleolares (Van Blerkom, 1990; Tesarik and Greco, 1999; Scott et al., 2000).

Otras caracteristicas observadas para la clasificacion del cigoto son la
morfologia y alineamiento de los corpusculos polares el cual esta relacionado
con el eje polar de la primera division embrionaria, pudiendo producirse
anormalidades cromosomicas en el desarrollo embrionario si el alineamiento es
incorrecto (Garello et al., 1999). Numerosos sistemas de gradacién pronuclear
han sido propuestos (Scott and Smith 1998; Tesarik and Greco 1999; Ludwig et
al., 2000; Wittemer et al., 2000), pero actualmente no esta en uso ningun
sistema estandarizado para la gradacién del cigoto. Ya que, como han
demostrado los estudios de morfocinética embrionaria (Azzarello et al., 2012;
Aguilar et al., 2014), tema que trataremos mas tarde, el desarrollo pronuclear
es un proceso dinamico y excluir un embrion basandose en una observacion

puntual puede llevar a errores (James et al., 2006).

Respecto a la morfologia del citoplasma se evalua la presencia de halo
citoplasmatico, la cual 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

evaluacién del mismo (Payne, 1997).
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Finalmente, se puede realizar una segunda evaluacion embrionaria 25-
27 horas post-inseminacion para evaluar la presencia o ausencia de los
pronucleos y/o la division temprana a dos células. Los estudios que evaluan la
division temprana a las 25-27 horas post-inseminacion, intentan correlacionar
este parametro con la morfologia embrionaria en D+2 y D+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. El uso de este parametro esta asociado con la calidad
embrionaria en etapas tempranas del desarrollo. Sin embargo, parece no
mejorar la tasa de implantacion ni la tasa de recién nacidos, por lo que se usa
como un criterio adicional unicamente cuando la calidad embrionaria es

suboptima (De los Santos et al., 2014).

3.6. Evaluacion embrionaria: Morfologia estéatica

La valoracién morfolégica del preembrion ha constituido tradicionalmente
la base de la determinacién de la calidad embrionaria. Para realizar esta
valoracion el embrion se observa la aparicion de los pronucleos (PN) entre las
16-22 horas post inseminacion, la presencia de division temprana (DT) entre
las 25-27 post ICSI 0 27-29 post FIV, también se observa en el intervalo de 43-
45 horas post inseminacion (D+2) y 67-69 post inseminacion (D+3) (Cuadros et
al., 2015).

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

fragmentacién celular, visualizacién de nucleos y grado de multinucleacion.

Numero de células y ritmo de division

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

Estos valores esperados quedan reflejados en la figura 13.
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FIGURA 13: Cinética de division embrionaria esperada en FIV/ICSI usando

evaluacion estatica.

Ovaocito

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

Borrar pronticleos ——  20-23 horas post-inseminacion —— ausencia de pronucleos
Divisién temprana ——  25-27 horas post-inseminacion — 2 celulas iguales

diat2 ————  44-47 horas post-inseminacién —— 4 células iguales

dia+3 67-71 horas post-inseminacion ——— 8 células iguales

diat+4 94-98 horas post-inseminacién —— mérula

diat5 ———  112-120 horas post-inseminacién — bastocisto temprano
dia+6 136-140 horas post-inseminacién — blastocisto expandido

Simetria celular

El tamafo de las blastdmeras también es un factor util para estudiar el
potencial de desarrollo e implantacion de los embriones (Hardarson et al.,
2001). Una division desigual origina blastomeras de diferente tamafo con
distinta distribucién del material genético, lo cual repercute negativamente en el
potencial de implantacion (Steer et al.,, 1992; 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 divisidon asimétrica es aquel en el que la diferencia
entre el diametro de las blastémeras mayor y menor supera el 20%. En la figura
14 se muestra un esquema de un embridon que presenta asimetria entre sus

blastébmeras.

FIGURA 14: Asimetria en la division celular embrionaria. La figura 14.A muestra un
embridon en el que existe una diferencia de volumen del 20% entre sus blastomeras.
En la figura 14.B se superponen 2 blastomeras con una diferencia de tamafio del 20%.
(Cuadros et al., 2015).

A
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No obstante, a veces la asimetria entre blastdmeras puede ser normal,
pues se debe a una asincronia en la divisién celular. En la Figura 15 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).

FIGURA 15: Embriones con asimetria entre sus blastémeras por asincronia en la
division celular.
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Es necesario saber distinguir una blastomera de un resto citoplasmatico.
Johansson et al. (2003) determind el diametro normal de las blastémeras,
resultando de 65-70um en D+2 y algo menor en D+3 (55-60um). El diametro
limite por debajo del cual definieron resto citoplasmatico, ya que los
“fragmentos” analizados no mostraron material genético, fue 45y en D+2 y 40u
en D+3.

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

planos de division para pasar de 2 a 4 células (Figura 16).
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FIGURA 16: Planos de divisién embrionaria.

Holte et al. (2007) encontraron mayores tasas de implantacién cuando
los planos de la segunda division son perpendiculares entre si, como se
muestra en la figura 16.A. En la figura 16.B y 16.C los planos de la segunda
division celular son paralelos entre si, y perpendiculares (16.B) o paralelos

(16.C) al plano de la primera division celular.

Fragmentacioén citoplasmatica

Es necesario evaluar el grado de fragmentacion, el tamafio y la
distribucion de los fragmentos. Respecto al grado de fragmentacién
citoplasmatica, se estima como un porcentaje, 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 et al., 2001; Racowsky et al., 2003). En lo que
respecta al tamafio y distribucion de los fragmentos, son los de gran tamafio y
los repartidos por todo el embrion los que mayor influencia negativa tienen
sobre la tasa de implantacion (Alikani and Cohen, 1995; Alikani et al., 2000).
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Visualizacién de nucleos vy grado de multinucleacion

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
cromosdmicas embrionarias (Hardarson et al., 2001). La presencia de
blastdmeras multinucleadas implica bajo potencial de implantacion y aumento
en la tasa de aborto (Jackson et al., 1998; Pelinck et al., 1998; Van Royen et
al., 2003; Meriano et al., 2004).

3.7. Sistemas de clasificacion embrionaria

Numerosos sistemas de clasificacion embrionaria han sido creados
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; Steer et al.,
1992; Giorgetti et al., 1995; Bras et al., 1996; Rijnders et al., 1998; Alikani et al.,
1999; Antczak et al., 1999; Avery and Brinsden, 1999; Veeck et al., 1999; Ardoy
et al., 2008; Cuadros et al., 2015). Sin embargo, aunque existe cierto acuerdo
sobre qué es un buen preembridén 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 intencidon de unificar criterios de evaluacién embrionaria la
Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion (ASEBIR) ha
desarrollado un sistema de gradacion de la calidad embrionaria para las
transferencias en dia+2 y dia+3 de desarrollo embrionario (Cuadros et al.,
2015). En las figuras 17 y 18 se muestran los esquemas de esta clasificacion
morfoldgica para transferencias en D+2 y D+3 (basandose principalmente en
numero de células, simetria, porcentaje de fragmentacién, multinuleacién y
presencia de vacuolas). Asi, los embriones se clasifican en 4 categorias (A, B,
C, D) que se relaciona directamente con su potencial de implantacion.

58



Introduccioén

FIGURA 17: Calidad embrionaria en D+2 (Cuadros et al., 2015).
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FIGURA 18: Calidad embrionaria en D+3 (Cuadros et al., 2015).
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Evaluacién de blastocistos

El cultivo secuencial de embriones hasta estadio de blastocisto en dia+5
de desarrollo es una técnica no-invasiva de seleccion embrionaria que puede

contribuir a una mejor seleccion.

El desarrollo embrionario se encuentra sujeto a los transcritos de origen
materno hasta dia+3, momento a partir del que se activa el genoma
embrionario. Unicamente cultivando los embriones hasta estadio de blastocisto

podremos identificar aquellos embriones con bloqueo de desarrollo en dia+3.

El estado del embridn en dia 5 6 6 de desarrollo puede variar desde una
etapa mas retardada de compactacion hasta una etapa mas avanzada de
blastocisto expandido. La calidad de este ultimo se determina por la formacion
de una cavidad diferenciada rellena de liquido (blastocele), las capas de células
circulares externas que rodean a esta cavidad (trofoectodermo) y el conjunto de
células internas que conforman las células de la masa interna (CMI) (Figura
19), cuyo tamano ha sido considerado el factor mas importante para una

implantacion exitosa (Richter et al., 2001).

FIGURA 19: Esquema del blastocisto expandido.

TROFOECTODERMO
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Al igual que para embriones en D+2 y D+3 de desarrollo, ASEBIR ha
publicado un sistema de gradacién de embriones en D+5 y D+6 (Figura 20 y
21).
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FIGURA 20: Sistema de clasificacion embrionaria en D+5 (Cuadros et al., 2015).
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FIGURA 21: Sistema de clasificacion embrionaria en D+6 (Cuadros et al., 2015).
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Ademas, ASEBIR ha realizado una clasificacion de los blastocistos en

funcién de la calidad de la MCl y el trofoectodermo (Figura 22).

FIGURA 22: Sistema de clasificacibn embrionaria en funcion a la MCl y el
trofoectodermo (Cuadros et al., 2015).
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3.8. Nuevas técnicas de seleccién embrionaria: Morfocinética

Se trata de una técnica no invasiva que minimiza la manipulacion de los
embriones durante su cultivo, y se basa en el uso de la tecnologia time-lapse.
La captura de imagenes se realiza en multiples planos focales e intervalos de
tiempo preprogramables. La suma de fotogramas de cada embrién genera una
grabacion que permite visualizar el desarrollo embrionario de manera continua,
en forma de video. De este modo se registra cada uno de los eventos que
suceden durante el desarrollo embrionario aportando certeza y objetividad al
criterio, ademas de poder determinar con precision el momento exacto en que
éstos han ocurrido (Lemmen et al., 2008). De esta forma, la clasificacion
morfoldgica clasica se auna con la cinética de divisién celular, en una nueva

seleccion morfocinética.
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3.8.1. Plataformas de morfocinética: Tecnologia time-lapse

Existen diferentes plataformas de morfocinética embrionaria, entre las

que podemos encontrar:

Primo-vision™ (Cryoinnovations, Vitrolife): Presenta una camara
integrada disefada para obtener imagenes automaticas en los puntos de
tiempo definidos. Tiene capacidad de albergar hasta 16 embriones al
mismo tiempo.

Eeva (Merck Serono): Mediante imagen de campo oscuro captura las
imagenes para analizar cuantitativamente la informacion del potencial de
desarrollo del embridon de D+2, y seleccionar directamente los embriones
de mejor prondstico, basandose en los trabajos de Wong (Wong et al.,
2010).

Embryoscope™ (Unisense Fertilitech, Dinamarca): Designado para uso
clinico. Tiene capacidad para adquirir datos de hasta 72 embriones al
mismo tiempo, y utiliza un software de analisis de imagen en el que
todos los eventos embrionarios considerados se pueden interpretar
facilmente.

Geri® (Genea Biomedx): Es un incubador que tiene incorporadas seis
camaras individuales de alta resolucion con enfoque modular. Puede
albergar hasta 96 embriones.

Miri® (Esco Medical): Se trata de un incubador con seis camaras
incorporadas. Los pequefos volumenes de la camara y la regulacion de
calor directo se traducen a una recuperacion rapida de la temperatura y

del gas.

3.8.2. Ventajas y limitaciones de la tecnologia time-lapse

La clasificacion morfologica estatica sigue siendo el método basico para

la evaluacién embrionaria. Los parametros mas utilizados son: numero de

células, simetria, multinucleacion y fragmentacion, como se ha comentado

anteriormente. Sin embargo, este tipo de clasificacion es invariable, ya que

corresponde con momentos puntuales del desarrollo embrionario, lo que

conlleva una mayor subjetividad, ya que depende del evaluador en gran

medida. Con la morfocinética, la cantidad de informacion que se obtiene es
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mucho mayor y mas objetiva, ya que se pueden cuantificar todos los eventos
celulares como la formacién y desaparicién de los PN, tiempo exacto de cada
division celular y duracion de las diferentes citocinesis (Payne et al., 1997;
Wong et al., 2010; Meseguer et al., 2011; Aparicio et al., 2013; Aguilar et al.,
2014).

Entre las ventajas del time-lapse embrionario podemos encontrar:

- Capacidad de mantener las condiciones de cultivo estables, ya que no
hay que sacar a los embriones del incubador para poder evaluarlos,
evitando de tal manera, las variaciones de temperatura y pH.

- Reduccion de la manipulacion de los embriones.

- Optimizacién del tiempo y recursos del laboratorio.

En cuanto a las limitaciones podemos definir dos tipos, las técnicas y las
metodoldgicas.

- Limitaciones técnicas: Durante el cultivo embrionario, los embriones
pueden moverse. Ademas se pueden generar burbujas de aire, debido a
los medios de cultivo utilizados, que hacen que se pierda la imagen
durante algun tiempo si se situan encima del embrion.

- Limitaciones metodoldgicas: En cuanto a los tiempos de division, no son
absolutos, sino que oscilan en un rango. Esto es debido a que el tiempo
de la microinyeccion, denominado tiempo cero (10), no es el momento
exacto en el que se microinyecta cada ovocito, sino la media de tiempo
en el que se ha realizado la ICSI. Para evitar esta limitacion, autores
como Liu et al. (2015) han considerado denominar t0 como el momento
de la desaparicion de los PN. Ademas existen muchos factores (medio
de cultivo, estimulacion ovarica, etiologia de la esterilidad, edad
materna, etc.) que pueden hacer variar la cinética embrionaria, lo que
dificulta su interpretacion (Ciray et al., 2012; Kirkegaard et al., 2013).
Existen estudios que indican que las variables cinéticas que mas se
influyen por el medio de cultivo empleado son los tiempos de division
celular (parametros morfocinéticos directos), y no los intervalos de
tiempo que duran estas divisiones celulares (parametros morfocinéticos
indirectos) (Basile et al., 2013).
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3.8.3. Parametros cinéticos embrionarios

Una de las estrategias mas desarrolladas en el establecimiento de
nuevos marcadores de seleccion, es la observacion de los tiempos de division
embrionaria. Dado su facilidad de aplicacién y su mayor objetividad, gran parte
de la investigacion reciente se centra en explorar la utilidad de parametros
morfocinéticos como marcadores de competencia embrionaria (Basile et al.,
2013; Meseguer et al., 2012).

Los parametros cinéticos hacen que la seleccion embrionaria sea mucho
mas fiable (Dal Canto et al., 2012), ya que si comparamos dos embriones de 4
células de un mismo ciclo, pueden parecer similares en una observacion
puntual, pero en una evaluacion dinamica pueden ser muy diferentes,

dependiendo de cdmo y cuando han sido sus divisiones celulares.

En la figura 23 se muestra un resumen de los eventos cinéticos
analizados por Kaser y Racowsky (2014). Se trata de un esquema del
desarrollo embrionario con los intervalos de tiempo de las variables
morfocinéticas predictoras de la llegada a blastocisto e implantacion en 9 de los

13 estudios que evaluan durante su meta-analisis.

Los parametros cinéticos identificados por time-lapse se dividen en

parametros morfocinéticos directos (Tabla 3) e indirectos (Tabla 4).

a) Parametros morfocinéticos directos:

Payne et al., (1997) informaron que los embriones de buena calidad
parecian proceder de ovocitos con un tiempo similar desde la ICSI hasta la
desaparicion de pronucleos (PN) y que, ademas, tendian a manifestar ondas
en el citoplasma mas prolongadas. Mas tarde, diferentes estudios evaluaron la
aparicion, singamia y desaparicion de los PN (Chamayou et al., 2013;
Kirkegaard et al., 2013) pero no encontraron diferencias entre los embriones
que implantan y los que no. Sin embargo, Azzarello et al., (2012) mostraron
que el tiempo de desaparicion de los PN es significativamente mayor en

aquellos embriones en los que se obtiene un recién nacido (24,9 vs 23,3 h) y
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que la desaparicion de los mismos antes de 20,45 h implica no implantacién o
aborto (Azzarello et al., 2012). Otros autores han encontrado que la capacidad
de implantacion disminuye en aquellos cigotos en los que los PN desaparecen
antes de 22,2 h o después de 25,9 h tras la ICSI, asi como cuando ocurre una

rapida extrusion del 2° corpusculo polar (CP) (1-3,2h) (Aguilar et al., 2014).

Gracias a la tecnologia time-lapse se ha podido correlacionar la division
temprana (DT) de forma positiva, definiéndose ésta como la primera division
mitética que se da entre las 25-27 h post microinyeccion. Cuando un embrion
presenta DT esta relacionado con un mayor numero de células en D+2 (4
células o mas), asi como con mejores tasas de implantacion si la aparicion de
los nucleos del embrién de 2 células es sincrénica (Lemmen et al., 2008). Al
igual que la desaparicion temprana de PN, parece ser que cuando el cigoto se
divide a 2 células antes de 24,3 h, presenta menores tasas de implantacién

(Meseguer et al., 2011).
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FIGURA 23: Parametros cinéticos identificados por time-lapse como predictores de desarrollo embrionario e implantacién

segun Kaser y Racowsky (2014).
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Por otro lado, con los sistemas time-lapse se abre un nuevo método de
evaluacion de los embriones, ya que se puede medir en que momento ocurren

las distintas divisiones celulares, asi como la duracién de cada ciclo celular.

Algunos estudios han analizado los tiempos de divisidbn tempranos,
encontrando que un desarrollo rapido favorece el desarrollo 6ptimo a D+5
(Hashimoto et al, 2012; Chamayou et al., 2013; Herrero et al., 2013; Desai et
al., 2014). Todo indica que las divisiones lentas en estadios tempranos
compromete el desarrollo hasta D+3, mientras que tiempos demasiado rapidos
a 8 células favorecen el bloqueo embrionario posterior. Los autores concluyen
que parametros tempranos (i2, t3, t4) estan relacionados con el desarrollo
hasta D+3, y se necesitan ademas t5 y t8 para predecir la formacion de
blastocisto (Herrero et al., 2013). Otros autores concluyen que embriones que
se bloquean en estadios avanzados se dividen hasta 6 células con una cinética
similar a embriones que se desarrollan a blastocisto, pero se produce un

retraso significativo en t8 (Dal Canto et al., 2012).

TABLA 3. Parametros morfocinéticos directos. Cada tiempo define el primer

intervalo de tiempo en el que el evento esperado es observado (Ciray et al., 2014).

TIEMPO (horas) | DEFINICION DE EVENTOS

tPB2 Extrusién del 2° corpusculo polar.

tPNa Aparicién de pronucleos.

tPNf Desaparicion de pronucleos.

it2 Inicio de t2.

t2 Tiempo en el que embridon presenta 2 células.
t3 Tiempo en el que embridon presenta 3 células.
t4 Tiempo en el que embridon presenta 4 células.
t5 Tiempo en el que embridon presenta 5 células.
t6 Tiempo en el que embridn presenta 6 células.
t7 Tiempo en el que embridon presenta 7 células
t8 Tiempo en el que embridon presenta 8 células.
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b) Parametros morfocinéticos indirectos:

Otros parametros dinamicos que se han estudiado son los tiempos de
duracién de cada division mitética, especialmente el intervalo de 2 a 3 células,
3 a4 células, 4 a 5 células y 5 a 8 células. A lo largo de la division embrionaria
temprana, se pueden definir dos tipos de ciclos: el que corresponde a un ciclo
celular de division, como ECC2=t4-t2 y ECC3=t8-t4; y los ciclos que reflejan la
sincronia entre células, como transicion de 2 a 4 células (s2=t4-t3) ode 4a 8
(s3=t8-t5) (Ciray et al., 2014) (Tabla 4).

TABLA 4. Parametros morfocinéticos indirectos (Ciray et al., 2014).

-(I-I‘:EII‘\QI:)O CALCULO DEL EVENTO DEFINICION DE EVENTOS
VP tPNf — tPNa Duracioén de los PN
ECC1 t2 —tPB2 Duracién del primer ciclo celular
ECC2 t4—-12 Duracién del segundo ciclo celular
- ECC2a t3-12
- ECC2b t4-12
ECC3 ‘ t8 —t4 Duracion del tercer ciclo celular
- ECC3a \‘ 15 — t4
- ECC3b “ t6 —t4
- ECC3c \‘ {7 -t
- ECC3d v 18 —t4
S92 13 Sincronizacl:c;ilc;r:acrigsdivisiones
S3 {8 — 15 Sincronizagiieir;igil patron de
|

La duracion de ECC2 es ligeramente menor (11,6h) que la de ECC3
(13,6h). Sin embargo, s2 (t4-t3) es mucho mas corta (0,75h) que s3 (18-t5)
(7,02h) (Herrero et al., 2013). Los autores atribuyen este hecho a las posibles
diferencias acumuladas en la duracién de los ciclos celulares entre embriones,
o al resultado de las diferencias en términos de competencia de gametos que
pueden influir en los mecanismos de control del ciclo celular y en los genes

responsables de la citocinesis (Wong et al., 2010).
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3.8.4. Morfocinética y viabilidad embrionaria

Actualmente, se han realizado varios estudios y revisiones (Meseguer et
al., 2011; Rubio et al., 2012; Hlinka et al., 2012; Azzarello et al., 2012; Chen et
al.,, 2013; Campbell et al.,, 2013; Kaser and Racowsky, 2014) sobre qué
parametros morfocinéticos se relacionan con el desarrollo hasta blastocisto, la
tasa de implantacion o gestacion clinica. Todos han presentado resultados
dispares pues los parametros morfocinéticos incluidos en los algoritmos
diagndsticos son muy diferentes entre los distintos autores, ya sea en
prediccidn de formacion de blastocistos (Wong et al., 2010; Cruz et al., 2012;
Kirkegaard et al., 2013; Milewski et al., 2015) como en tasa de implantacion
(Dal Canto et al., 2012; Hashimoto et al., 2012; Chamayou et al., 2013; Desai et
al., 2014). Ademas, otros autores como Kirkegaard et al. (2013) o Desai et al.
(2014) no encuentran relacion entre morfocinética embrionaria y resultados

reproductivos.

3.9. Vitrificacion embrionaria

Actualmente, la crioconservacién embrionaria ha mejorado notablemente
sus resultados, debido a que la vitrificacion proporciona mejores tasas de
supervivencia embrionaria y gestacion que la congelacién lenta tradicional
(Loutradi et al., 2008). Ademas, los datos que se desprenden de diferentes
estudios sobre el huso meiético de ovocitos descrioconservados con diferentes
protocolos de crioconservacion sugieren que la vitrificacion es el método menos
perjudicial (Larman et al., 2007; Cobo et al., 2008; Martinez-Burgos et al.,
2011).

La principal ventaja de la vitrificaciéon es la ausencia de formacién de
cristales de hielo. Este método se basa en la solidificacion de los solutos a baja
temperatura, mediante el aumento extremo de la viscosidad durante el
enfriamiento rapido. Los protocolos lentos de congelacion se basan en
disminuciones graduales de temperatura (-0,3°C/minuto) para que exista una
formacion de cristales de hielo fuera de la célula. Sin embargo, esto sdlo
reduce la cantidad de agua del interior de la célula de un 70% a un 30%, con lo

que aun se forman cristales en su interior.
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En cambio, la vitrificacion depende de una tasa rapida de congelacién
23.000°C/minuto, y una alta viscosidad de los crioprotectores, con lo que evita
la formacidén de cristales en el interior de la célula (Al-Hasani et al., 2007; Cobo
et al., 2007). La alta osmolaridad del medio de vitrificacion deshidrata
rapidamente la célula y su inmersion en el nitrégeno liquido solidifica la célula
antes de que el agua intracelular restante tenga tiempo de formar cristales de
hielo perjudiciales. El resultado es que la célula solidifica adquiriendo una

consistencia similar al vidrio.

Dos aspectos importantes de esta técnica son los elevados niveles de
toxicidad del crioprotector a temperatura ambiente (Shaw et al., 1992) y su
habilidad para vitrificarse y desvitrificarse lo suficientemente rapido para evitar
la formacion de cristales (Vajta et al., 1998). Ya se han comunicado estudios de
seguimiento de nifios nacidos de embriones vitrificados por diversos métodos

(Liu et al., 2013), demostrando la seguridad de esta técnica.

4. Efectos adversos relacionados con la esterilidad y las TRA

El desarrollo de las TRA ha sido fundamental para incrementar las
posibilidades de embarazo de las parejas estériles. Gracias a la eficacia de las
TRA se han resuelto numerosos casos de esterilidad, sin embargo, no hay que
olvidar que estas técnicas no estan exentas de posibles riesgos y
complicaciones. Estos hacen necesario la creacion de protocolos
estandarizados que garanticen la seguridad de los pacientes sometidos a TRA
y los recién nacidos, evitando en lo posible los efectos adversos asociados.
Actualmente, las condiciones bajo las cuales se realizan las técnicas de
reproduccion asistida y los controles que se efectuan han reducido de forma
sustancial las complicaciones, y puede decirse que las mas severas son muy

poco frecuentes.
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4.1. Efectos adversos generales asociados con procedimientos

invasivos

En la fecundacion in vitro, los ovocitos son extraidos del ovario mediante
una puncion realizada a través de la vagina con la ayuda de un ecografo. Es un
procedimiento seguro, con una frecuencia de complicaciones muy baja, sin
embargo, se pueden producir infecciones o hemorragias debido a los multiples
pinchazos en la boveda vaginal, pudiendo dafhar o desgarrar la mucosa de la
vagina, los ovarios u o6rganos de la cavidad abdominal (vejiga, intestino,
uréteres o torsion del ovario), dando lugar a sangrados internos y externos
(Mashiach et al., 2013). Normalmente, la hemorragia aparece en <1% de los
casos de TRA, ocasionando sangrados intra o extraperitonealmente, que
suelen ocurrir entre 2-6 horas tras la puncion folicular. A menos que se
resuelvan por si solos, ambas formas de sangrado pueden requerir exploracion

y correccion quirurgica (de Ziegler et al., 2013; Wdowiak et al., 2016).

4.2. Efectos adversos especificos de los tratamientos utilizados en

reproduccién asistida

El principal riesgo es el sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO),
este sindrome es una condicién yatrogena que consiste en una respuesta
exagerada al tratamiento de estimulacion ovarica o de induccion de la
ovulacion. Se distingue por el aumento en el volumen ovarico, elevaciéon
considerable de estradiol en sangre, acumulacion del volumen extravascular vy,
en consecuencia, disminucion del volumen intravascular, alteraciones
electroliticas, insuficiencia renal y fendmenos tromboembdlicos que pueden
poner en riesgo la vida de la paciente (Gaona Arreola et al., 2010; de Ziegler et
al., 2013). Otras posibles consecuencias graves de la hiperestimulaciéon severa,
son la torsidon o rotura de los ovarios hiperestimulados, que pueden hacer
necesaria una intervencion quirdrgica en la que, en ocasiones, no se logra
preservar los ovarios. Las hiperestimulaciones ovaricas son mas frecuentes
cuando se produce un embarazo, ya que éste potencia el efecto de los
farmacos administrados. En casos de embarazo que cursen con

hiperestimulacién ovarica grave, la probabilidad de que se produzca un aborto

72



Introduccioén

aumenta sensiblemente. Los estrictos protocolos de control que se aplican a
las pacientes minimizan los riesgos de hiperestimulacion severa, para lo cual
resulta imprescindible cancelar el ciclo o posponer la transferencia embrionaria
o desencadenar la ovulacion con agonistas si el ciclo se ha frenado con

antagonistas.

Una de las complicaciones mas importantes asociadas a las TRA es la
gestacion multiple, dada su elevada frecuencia y las complicaciones asociadas
para los recién nacidos. Es necesario adoptar medidas para reducir su
incidencia. Segun datos publicados por el Instituto Nacional de Estadistica
(INE), en los ultimos 30 afos, la tasa de partos multiples ha ido en aumento,
siendo las TRA un factor decisivo (Tur et al., 2006). Actualmente, la
transferencia de dos embriones lleva una tasa de embarazo gemelar del 30%-
50%. Optar por la transferencia electiva de un unico embridon (eSET) cuando
todos los parametros son altamente favorables minimiza las tasas de embarazo
gemelar, aunque disminuye la probabilidad de gestaciéon (Grady et al., 2012). El
conocimiento de que factores favorecen el éxito del eSET permite ofrecer a la
paciente la transferencia mas adecuada, considerando su edad y los embriones
de los que dispone, con el doble objetivo de ofrecer las mayores probabilidades
de éxito y de reducir al maximo el riesgo de gestacion multiple. La reflexiéon
sobre las graves consecuencias maternas y fetales del embarazo multiple
(incremento de la patologia del embarazo, prematuridad, bajo peso al
nacimiento, complicaciones neonatales severas) y la constante mejora de la
técnica de cultivo y crioconservacion embrionaria estan favoreciendo que
médicos y pacientes opten cada vez mas por el eSET. Existen estudios que
demuestran que en casos de buen pronéstico, la tasa acumulada de embarazo
en transferencia de un embridon en fresco mas la transferencia posterior de un
embridn crioconservado es la misma que si se transfieren dos embriones juntos
a la vez, pero con una menor probabilidad de embarazo multiple en la primera

opcion (Lopez-Regalado et al., 2014).
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4.3. Efectos adversos asociados a las caracteristicas particulares de

la mujer sometida a técnicas de reproduccién asistida

Los efectos adversos asociados a este tipo de pacientes son aquellos
ocasionados por los riesgos o predisposicidn personal que cada mujer pueda
tener al someterse a TRA. Estas condiciones deben de ser identificadas para

mitigar cualquier riesgo previamente.

Existen mujeres que estan predispuestas a sufrir eventos adversos
vasculares. Se pueden identificar gracias a los antecedentes personales y/o
familiares con eventos trombaticos, y requieren profilaxis con heparina de bajo
peso molecular (HBPM) durante la TRA. El estudio sistematico de las
mutaciones relacionadas con la hemostasia no esta justificada en las mujeres
que se van a someter a TRA. Pero cuando existe un SHO, la presencia de
estas mutaciones aumenta hasta en 100 veces el riesgo de sufrir un evento

trombdtico (de Ziegler et al., 2013).

Por otro lado, existen mujeres estériles con anomalias cromosomicas o
genéticas que aumentan las posibilidades de complicaciones al someterse a
TRA (Mila and Mallolas, 2001), como por ejemplo, el sindrome de Turner, que
puede exponer a la paciente a una ruptura de la aorta durante el embarazo
(Doger et al., 2015).

Por ultimo, las malformaciones uterinas también ocasionan un riesgo
importante. Los miomas uterinos o las cicatrices anteriores, pueden suponer un
mayor riesgo de complicaciones obstétricas, por ello, se debe valorar
adecuadamente las alteraciones uterinas antes de someterse a TRA (de
Ziegler et al., 2013).

4.4. Errores médicos asociados alas TRA

El error médico se define, generalmente, como un efecto adverso
prevenible de la atencion meédica, independientemente si es perjudicial o no
para un paciente (de Ziegler et al., 2013). La mayor parte de los factores que

afectan a la seguridad en TRA suelen implicar errores humanos. Un equipo
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puede romperse, o un lote de medios de cultivo puede dafarse, incluso

habiendo pasado todos los controles de calidad (Scott Jr and De Ziegler, 2013).

Los errores no pueden ser ignorados y deben ser tratados. Existen tres
modos principales de notificar errores: automatico, obligatorio y voluntario. Los
tres métodos aplicados a las TRA deben de ser confidenciales y no punitivos.
La notificacidon automatica de errores ha sido decisiva para mejorar la
seguridad ya que contrarresta la tendencia humana a ignorar o a culpar,
independientemente del resultado. Es importante saber qué es lo que paso
exactamente, para que se pueda remediar de forma individual o colectiva. La
informacion obtenida mediante la notificacion automatica de errores es
compartida, de forma confidencial, para que todos puedan aprender de los
errores. Este tipo de informacién automatica tiene como objetivo proponer
mejoras utiles en lugar de sanciones. Por ejemplo, los programas que tienen
una inusual tasa de gestacidén de alto orden, han de ser identificados de tal
manera que se puedan tomar medidas que permitan mejorar la seguridad de

las pacientes (de Ziegler et al., 2013).

Por otro lado, la notificacion obligatoria ha de ser informada y analizada,
aunque no sea debida a errores médicos. Por ejemplo, cuando en TRA no se
recuperan ovocitos tras la puncion ovarica o tras un fallo de fecundacion.
Ambos eventos pueden no ser debido a un error médico, sino mas bien a las
caracteristicas de la propia paciente. Sin embargo, cuando alguna de las dos
ocurre, se deben revisar los procesos clinicos y de laboratorio (de Ziegler et al.,
2013).

Por ultimo, las notificaciones voluntarias son cruciales. Una cultura que
favorece las notificaciones permite el descubrimiento previo de errores médicos
y efectos adversos, permitiendo redisenar las acciones que se realizan cuando

es necesario (de Ziegler et al., 2013).
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4.5. Aspectos psicologicos

El estrés estda intimamente relacionado con la experiencia de la
esterilidad e infertilidad, ya que se manifiesta como resultado de la dificultad
para concebir un hijo, de no saber cual es la causa, de no saber si se va a
lograr una gestacion algun dia, y de la presion que se siente desde el mundo

exterior.

Los trastornos psicolégicos producidos por la incertidumbre y la
imposibilidad de prever si finalmente se lograra una gestacién en las parejas,
suele asociarse a fuertes estados de ansiedad, con una sintomatologia muy
caracteristica: dificultad para respirar, cansancio, mareos, fuertes dolores de
cabeza, etc. Por otro lado, la depresion es muy frecuente en pacientes con
problemas reproductivos. El propio concepto de esterilidad resulta en muchas
ocasiones intolerable para quienes la padecen. La prevalencia de depresion
en pacientes con problemas reproductivos es equiparable a aquellos pacientes
con diagnostico de cancer, dolor crénico o enfermedades cardiovasculares.
Diversos autores relacionaron hace tiempo estas alteraciones psicologicas con
malos resultados reproductivos (Klonoff-Cohen et al., 2001; Gallinelli et al.,
2001).

4.6. Seguridad en las TRA

Uno de los grandes retos en medicina reproductiva es desarrollar
técnicas de laboratorio y protocolos de tratamiento que incrementen las
posibilidades de embarazo, disminuyendo al maximo las complicaciones en las

mujeres y recién nacidos tras TRA.

El avance de las TRA ha llevado a realizar estudios para demostrar la
seguridad y la eficacia de estas técnicas en los nifios nacidos a causa de éstas.
Son muchos los trabajos que alertan de una mayor tasa de complicaciones en
embarazos de TRA que en los espontaneos. Recientemente han aparecido
varios estudios que comparando embarazos unicos de FVI/ICSI con embarazos
unicos espontaneos, observan una mayor probabilidad de complicaciones

obstétricas y de anomalias en recién nacidos por TRA (Pandey et al., 2012; Qin
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et al., 2016a; Qin et al., 2017). La enfermedad inherente a las parejas que se
han realizado TRA puede llevar a complicaciones obstétricas, que estan
relacionadas mas con la esterilidad que con la técnica utilizada (Sebastiani et
al., 2009). Varias publicaciones han demostrado que la infertilidad en si esta
asociada a una disminucion de peso de los recién nacidos, incluso cuando los
embarazos son espontaneos (Williams et al., 1991; Jackson et al., 2004). Si el
origen de estas complicaciones son debidas a la patologia subyacente de los
propios pacientes estériles, a la edad materna o a la manipulacion de los
gametos todavia no esta claro (Allen et al.,, 2006; Vulleimoz et al., 2012;
Pandey et al., 2012; Hansen et a.l, 2013).

Estas evidencias han llevado a que instituciones cientificas como la
Sociedad Canadiense de Obstetricia y Ginecologia afirmen que “hay evidencia
creciente de que la infertilidad o subfertilidad es un factor de riesgo
independiente para las complicaciones perinatales. El riesgo relativo de tener
un recién nacido afecto de una alteracion epigenética se incrementa tras TRA,
pero el riesgo real es muy bajo de 1 en 5000. El embarazo multiple es el mas
poderoso factor predictivo de resultados maternos, obstétricos y perinatales
adversos. Entre los embarazos unicos, la tecnologia de reproduccion asistida
se asocia con un mayor riesgo de parto prematuro y de bajo peso al nacer. Las
parejas que consideran las TRA deben ser informadas de que en los
embarazos unicos la ICSI no parece conferir un mayor riesgo perinatal o
materno sobre la FIV estandar. Las TRA deben ir precedidas por una
informacion sobre el ligero incremento en el riesgo de anormalidades
estructurales congénitas. Los embarazos concebidos por ICSI pueden tener

mayor riesgo de alteraciones cromosémicas” (Okun et al., 2014).

4.6.1. Inseminacion artificial

En cuanto a los resultados obstétricos y neonatales de los recién
nacidos tras IA, son pocos los estudios realizados. En 2006, Allen et al.
realizaron una revision sistematica sobre malformaciones congénitas en
relacion a la IA y no encontraron un aumento del riesgo. Pero tras ajustar por

edad materna, hallaron que la propia estimulacion ovarica estaba relacionada
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con el riesgo de bajo peso al nacer y el parto pretérmino entre las gestaciones
unicas. Sin embargo, un estudio realizado por Ricciarelli et al., (2013) en los
recién nacidos espafoles tras IA indico que las malformaciones congénitas
observadas en embarazos unicos eran del 0,4% mientas que en gestaciones
gemelares del 1,1% sin alcanzar la significacion estadistica al comparar las
diferentes TRA.

Un meta-analisis realizado por Pinborg et al.,, (2013) analizd los
resultados perinatales de embarazos unicos entre las diferentes TRA y los
comparé con los embarazos unicos de gestaciones espontaneas. Los
resultados obtenidos en cuanto a la IA, indicaron que con un nivel moderado de
evidencia, existe un mayor riesgo de parto pretérmino en embarazos unicos
procedentes de IA en comparacion con los embarazos unicos de la poblacion
fértil.

Un estudio realizado por Malchau et al., 2014 analiza los resultados
perinatales de gestaciones unicas tras IA en comparacion con los recién
nacidos de gestaciones unicas espontaneas. Los resultados indicaron que los
recién nacidos tras IA tuvieron mayor riesgo de parto pretérmino, bajo peso al
nacer y menor edad gestacional. Concluyen que los resultados obtenidos son
menos favorables en el grupo de IA y pueden estar relacionados con la
esterilidad per se. Ademas encuentran un ligero aumento de los trastornos
hipertensivos y placenta previa durante el embarazo, que pueden afectar en el

resultado perinatal de los recién nacidos.

Entre los autores que describen las malformaciones de los recién
nacidos de |IA se encuentra el trabajo realizado por Bensdorp et al., (2015), el
cual notifica 5 casos de malformacién en el grupo de IA: un caso de foramen
ovale (Q.21), un caso de sordera congénita (H.90), un caso de hernia umbilical
(K.42), un caso de sindrome de Down (Q.90) y un caso de atresia esofagica

(Q.39) que corresponde con una tasa de malformaciones del 4%.
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4.6.2. FIV/ICSI

La mayoria de los embarazos tras FIV/ICSI terminan con el nacimiento
de nifos sanos, pero existen algunos autores que han puesto de manifiesto
una cierta preocupacion por el aumento de complicaciones obstétricas,
perinatales y malformaciones congénitas asociadas a los tratamientos
(Bonduelle et al., 2002; Wen et al., 2012; Pinborg et al., 2013; Ricciarelli et al.,
2013; Henningsen et al., 2014; Henningsen et al., 2015; Levi et al., 2016).

Las principales preocupaciones sobre los problemas de salud en los
recién nacidos como resultado de estos tratamientos se han atribuido a las
gestaciones multiples y la mayor incidencia de parto prematuro y bajo peso al
nacer asociada a este tipo de gestaciones. Sin embargo, recientes estudios
también han informado de un aumento del riesgo parto prematuro y bajo peso
al nacer en embarazos unicos tras FIV/ICSI comparados con embarazos
concebidos espontaneamente (Sunkara et al., 2017). El seguimiento a largo
plazo de los nifios de FIV/ICSI es necesario para aportar luz sobre aspectos
como el mayor riesgo de neoplasias o anomalias cromosdémicas y para
corroborar la falta de efectos adversos en el neurodesarrollo o cardiovasculares
(Porta Ribera et al, 2009). Los estudios existentes hasta ahora (Bonduelle et
al.,, 2002; Wen et al., 2012; Pinborg et al., 2013; Ricciarelli et al., 2013;
Henningsen et al., 2014; Henningsen et al., 2015; Levi et al.,, 2016) aportan
datos tranquilizadores pero no parecen suficientes. La complejidad y las
dificultades que supone realizar controles peridédicos a cohortes de nifios en su

mayoria sanos complican el disefio de estudios de seguimiento.

Ciertas revisiones sistematicas y meta-analisis realizados han
demostrado que las gestaciones unicas obtenidas mediante FIV/ICSI tienen un
mayor riesgo de complicaciones perinatales (Palomba et al., 2016). En 2004,
una revision sistematica encontré6 un mayor riesgo para el parto pretérmino
(<32 semanas de gestacién) en gestaciones unicas tras FIV/ICSI, presentando
ademas peores resultados obstétricos, con un aumento de la mortalidad
perinatal, bajo peso al nacer y menores para la edad gestacional (Helmerhorst

et al., 2004). En 2012, un meta-analisis concluy6 que los embarazos unicos de
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FIV/ICSI estan asociados con mayor riesgo de hemorragia anteparto, diabetes
gestacional, preeclampsia, cesarea, parto pretérmino, bajo peso al nacer, edad

gestacional menor y mortalidad perinatal (Pandey et al., 2012).

Recientemente Qin et al., (2016b) realiz6 un meta-analisis que incluyé
50 estudios de cohortes, sobre las complicaciones y riesgos perinatales
asociados con los embarazos unicos obtenidos mediante FIV/ICSI. Comparé
un total de 161.370 embarazos unicos procedentes de FIV/ICSI con 2.280.241
embarazos unicos procedentes de gestaciones espontaneas. El meta-analisis
revel6 que los embarazos unicos tras FIV/ICSI sufren un riesgo
significativamente mayor de placenta previa, desprendimiento placentario,
hemorragia anteparto y hemorragia postparto. Cabe destacar que el parto
pretérmino y el muy bajo peso al nacer fue dos veces mayor en las parejas
sometidas a FIV/ICSI en comparacién con las que obtuvieron gestaciones

Unicas espontaneas.

En cuanto a los efectos adversos de los embarazos gemelares tras
FIV/ICSI, debemos distinguir entre embarazos monocigoticos (MZT del inglés
monozygotic twinning) y dicigéticos (DZT del ingés dizygotic twin). Los
tratamientos de FIV/ICSI incrementan la incidencia de MZT de tres a veinte
veces, ya que mediante concepcion natural alcanza un valor de 0,42% mientras
que si son concebidos mediante FIV esta cifra oscila entre 1,2% y 8,9% (Chang
et al., 2009). Knopman et al. (2014) realizaron un estudio sobre los resultados
obstétricos y perinatales asociados con los MZT tras FIV/ICSI. Analizaron 6223
gestaciones, con una incidencia del 2,1% de MZT y al evaluar los factores
asociados con la placentacion, encontraron que la TE en D+3 estaba
relacionada con mayor porcentaje de DZT mientras que la TE en estadio de
blastocisto se relacionaba con mayor porcentaje de MZT. Encontraron
resultados obstétricos y perinatales significativamente peores en el caso de
MZT concretamente para la edad gestacional, asi como peores resultados en

cuanto a bajo peso al nacer y parto pretérmino, en comparacion con DZT.
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Por otro lado, Bensdorp et al. (2016) compard los resultados obstétricos
y perinatales de DZT procedentes de FIV/ICSI con los DZT tras concepcién
natural y concluyeron que el riesgo obstétrico en ambos grupos es bastante
similar. Ademas no encontraron diferencias en cuanto a los resultados
perinatales entre ambos grupos. Sin embargo, existe controversia sobre estos
resultados, ya que algunos estudios obtienen resultados perinatales similares al
de Bensdorp et al. (2016) (Pinborg et al., 2004; Weghofer et al., 2009; Vasario
et al., 2010; Suzuki and Miyake, 2010) mientras que otros informan de un
mayor riesgo perinatal (Adler-Levy et al., 2007; Hansen et al., 2009; Daskalakis
et al., 2009; Moini et al., 2012), incluso otros estudios encuentran mejores
resultados perinatales tras TRA (Boulet et al., 2008; Wen et al., 2010).

En cuanto a estas diferencias, cabe destacar que las principales razones
ante estos resultados incongruentes es que no se tiene claro si la
monocorionicidad fue considerada como un factor de riesgo para definir los
efectos adversos (Qin et al., 2016b). El meta-analisis realizado por Qin et al.
(2016b) examinaba las complicaciones obstétricas y neonatales de DZT
procedentes de TRA con los gestados espontaneamente. El estudio revel6 que
en cuanto a las complicaciones obstétricas (hipertensién arterial, preeclampsia,
placenta previa, RPM, hemorragia ante y postparto y cesareas), no hubo
diferencias entre ambos grupos. Respecto a los riesgos neonatales indicé que
existia mayor riesgo de parto prematuro, bajo peso al nacer y malformaciones
congénitas en el grupo de DZT tras FIV/ICSI, esta ultima sin evidencia de
heterogeneidad. En cuanto a la mortalidad perinatal y la edad gestacional no
encontraron diferencias. Por otro lado, informaron que, aunque la tasa de MZT
constituye hasta un tercio de todas las gestaciones gemelares tras TRA, es
muy dificil hacer una comparacién con los MZT de gestaciones espontaneas
debido al bajo porcentaje en el que se encuentra. En cuanto a la comparacion
entre DZT y MZT, estos ultimos tienen un mayor riesgo de morbilidad perinatal,
debido a que comparten la placenta, incluyendo diferencias en el crecimiento,
sindrome de transfusién feto-fetal, prematuridad, déficit neurolégico y muerte
perinatal (Pinborg et al., 2004; Davies et a., 2012; Carter et al., 2015). Por lo
que la corionicidad debe ser considerada a la hora de predecir los resultados

perinatales en embarazos gemelares.
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Por otro lado, se conoce que algunos casos de esterilidad pueden tener
un origen genético, por lo que el propio tratamiento puede facilitar la
transmision intergeneracional de anomalias genéticas. Existe una mayor
prevalencia de anomalias cromosdmicas estructurales en hombres y mujeres
estériles (Clementini et al, 2005). Se ha encontrado un aumento significativo del
riesgo de anomalias cromosomicas en nifios concebidos mediante ICSI (1,4% -
3,5%) en comparacién con los concebidos de forma espontanea (0,3% - 0,4%).
Este aumento parece ser debido a la patologia subyacente en el varén y no a la
técnica en si, ya que cuando los resultados se reanalizan en nifios de ICSI de
parejas estériles sin factor masculino, el riesgo de padecer anomalias
cromosdmicas disminuye a valores proximos a los encontrados tras FIV o

embarazos espontaneos (0,24% - 0,9%) (Bonduelle et al, 2002).

El riesgo de anomalias congénitas se vincula tanto a embarazos unicos
como gemelares. Aunque algunos trabajos asocian un mayor riesgo de
anomalias a los embarazos multiples (Bonduelle et al, 2002), otros no
encuentran diferencias significativas entre unicos y multiples (Ricciarelli et al,
2013). Aunque se desconocen las causas del comentado aumento de
malformaciones congénitas, éstas se pueden, en parte, atribuir a la patologia
subyacente a la infertilidad de la pareja, ya que aquellas que tardan mas de un
afo en concebir espontaneamente presentan un riesgo mayor que la poblacion
general (Zhu et al, 2006). Las principales anomalias incluyen Ilas
gastrointestinales, cardiovasculares, y musculoesqueléticas (El-Chaar et al,
2009). Es importante destacar que aunque el riesgo relativo de anomalias tras
FIV/ICSI es 30-40% mayor que en concepciones espontaneas, el riesgo

absoluto es muy pequeno ya que las anomalias son poco frecuentes.

En resumen, diversos estudios indican que la propia esterilidad, con o
sin TRA, es una condicion que conduce a un mayor riesgo de anomalias
congénitas en comparacion con las concepciones espontaneas (Levi et al.,
2016; Bonduelle et al., 2005).
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4.6.3. Crioconservacion de embriones

La introduccidn de la crioconservacion de embriones fue una revolucion
en los TRA. La transferencia de embriones crioconservados (FET del inglés
frozen embryo transfer) se ha utilizado cada vez mas, ya que tiene varias
ventajas, entre ellas, una similar o incluso mayor tasa de gestacion en
comparacion con las transferencias en fresco (Roque et al., 2013). Ademas, la
FET es un método muy util para preservar los embriones sobrantes de buena
calidad en mujeres con buena respuesta ovarica, pudiendo aumentar las
transferencias unicas electivas y evitando las gestaciones multiples, asi como
el SHO (Aflatoonian et al., 2016). Independientemente de las mejoras en la
técnica de crioconservacion, los aspectos de seguridad y su impacto en la

salud de los recién nacidos son aun tema de debate (Shavit et al., 2017).

En cuanto a los resultados obstétricos y perinatales de la FET existen
estudios que sugieren que son similares a los de las transferencias en fresco,
mientras otros estudios indican que son incluso mejores (Zhao et al., 2016). Un
meta-analisis realizado por Maheshwari et al. (2012) confirma que los
resultados obstétricos tras FET son mejores que tras la transferencia en fresco,
en términos de hemorragia anteparto, placenta previa y desprendimiento
placentario. Sugieren que estos peores resultados tras TE en fresco, son
debidos al efecto deletéreo de las gonadotropinas durante la estimulacién
ovarica que implica una asincronia entre el desarrollo del embrién y la
receptividad endometrial, debido a los niveles suprafisiologicos de estradiol y
progesterona, que altera la angiogénesis del endometrio y puede afectar a la
implantacion embrionaria y placentacion. Por el contrario, al realizar la FET el
ambiente uterino es mas favorable, ya que los niveles de estradiol y
progesterona que se utilizan imitan los ciclos naturales, por lo que puede verse
favorecida la placentacion temprana. En cuanto a los resultados perinatales en
gestaciones unicas, encontraron una tendencia a una menor probabilidad de
parto prematuro en FET en comparacion con TE en fresco, recién nacidos mas
grandes para la edad gestacional, y mayor peso al nacer (Pinborg et al., 2014).
Esto puede deberse a que el proceso de crioconservacion puede seleccionar a

los embriones mas débiles, permitiendo que solo los de buena calidad
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sobrevivan, lo que sugiere un mejor crecimiento fetal. Confirmando que la
crioconservacion embrionaria no afecta de forma negativa en el resultado
perinatal (Pinborg et al., 2010; Maheshwari et al., 2012).

Por otro lado, Wennerholm et al., (2013) analizaron los efectos adversos
de los recién nacidos unicos tras FET comparandolos con los recién nacidos
tras TE en fresco y los concebidos de forma espontanea. El principal hallazgo
de este estudio revel6 que los recién nacidos tras FET tienen mejor resultado
en cuanto a parto pretérmino, mayor peso al nacer y son mayores para la edad
gestacional al compararlos con los recién nacidos tras TE en fresco, pero no
con los concebidos espontaneamente. Indicaron un aumento leve del riesgo de
mortalidad perinatal, asi como un aumento de la tasa de macrosomia en el
grupo de recién nacidos tras FET ocasionado por la mayor edad gestacional en

este grupo.

En cuanto a las anomalias congénitas encontradas en recién nacidos
tras FET, la literatura actual no ha mostrado ninguna diferencia significativa en
comparacion a los recién nacidos tras trasferencias en fresco (4,2% vs 4,5)
(Pelkonen et al., 2014). Sin embargo, un estudio mostré6 una mayor tasa de
anomalias congénitas en los recién nacidos de FET-ICSI en comparaciéon con
los recién nacidos de ICSI y FET-IVF a los 2 meses de edad (Belva et al.,
2008).

Ricciarelli et al., (2013) realizd un estudio en que analizd las
malformaciones congénitas, prematuridad y aborto en embarazos unicos y
multiples derivados de las diferentes TRA en Espana. Analizé 1.404 recién
nacidos procedentes de FET y obtuvo una tasa de malformaciones congénitas
en embarazos unicos del 0,2% mientras que en embarazos multiples obtuvo
1,5%. No encontraron diferencias significativas entre las distintas TRA y la tasa
de malformaciones congénitas, tanto en embarazos unicos como multiples en
FET.
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4.6.4. Dia de la transferencia embrionaria

Durante los tres primeros dias del desarrollo embrionario, el embridén se
encuentra en la trompa de Falopio, para posteriormente entrar en la cavidad
uterina tras la compactacion. La implantacion ocurre a partir de entonces, entre
los dias 5 y 7 tras la fecundacion (Croxatto et al., 1978). Tradicionalmente en
los ciclos de FIV/ICSI los embriones son transferidos al utero en D+3, sin
embargo, gracias al conocimiento sobre los requerimientos metabodlicos del
embrion y las condiciones del cultivo in vitro se han desarrollado medios
especificos que permiten el cultivo hasta D+5 (Blake et al., 2007). La TE en
D+5 o blastocisto, tiene varias ventajas teoricas, ya que es mas fisioldgica y el
potencial del embrion es mayor debido a que unicamente los embriones mas
viables sobreviven para llegar a este estadio. Por tanto, existe mejor sincronia
entre el embridn y el endometrio y permite la seleccion de embriones de mejor
calidad. Ademas, esta demostrada que la contractibilidad uterina disminuye a
medida que avanzan los dias y que el endometrio 5 dias post-puncion parece
ser el oOptimo para la implantacion embrionaria, con una ventana de

implantacion similar en tiempo a la concepcion natural (Fanchin et al., 2001).

Varios estudios indican que los embarazos unicos con TE en estadio de
blastocisto se asocian con un mayor riesgo de parto pretérmino en
comparacion con los embarazos unicos con TE en D+3, ademas, no observan
ninguna diferencia adicional en los resultados perinatales ni neonatales (Kalra
et al., 2012; Maheshwari et al., 2013; Dar et al., 2014; Pinborg et al., 2013).
Ginstrom et al. (2016) realizaron un estudio en el que comparaban los
resultados obstétricos y neonatales de recién nacidos tras TE en D+3, en
estadio de blastocisto y a través de concepciones espontaneas en embarazos
unicos. Encontraron un mayor riesgo de placenta previa y desprendimiento
placentario en el grupo de TE de blastocistos, que puede ser debido a que el
cultivo largo puede afectar al espesor del endometrio causando que la
implantacion del embrion se produzca en la parte baja de la cavidad uterina y
por tanto, causando complicaciones placentarias. En cuanto a los resultados
neonatales sugieren un mayor riesgo de mortalidad perinatal y parto pretérmino

en el grupo de TE de blastocistos, que puede ser ocasionado por las
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complicaciones placentarias. Por otro lado, diversos meta-analisis encuentran
una mayor proporcion de recién nacidos grandes para la edad gestacional tras
TE de blastocistos que puede estar relacionado con una disminucién del riesgo
del retraso del crecimiento intrauterino en este tipo de TE (Maheshwari and
Bhattacharya, 2013; Maheshwari et al., 2013). Por estos resultados se ha
sugerido que los medios de cultivo usados en el cultivo largo podrian ser los
responsables de este aumento de la edad gestacional, sin embargo, un estudio
realizado en 2015 indicé que los medios de cultivo embrionario no tiene ningun

efecto sobre este aumento de la edad gestacional (De Vos et al., 2015).

De forma contradictoria a lo anteriormente descrito, existen estudios que
indican que los recién nacidos tras TE de blastocistos no estan asociados con
un peor resultado obstétrico y perinatal en comparacion con las TE en estadio
de division (Oron et al., 2014; Oron et al., 2015).

Respecto a la relacion hombre/mujer o sex ratio (n°® de hombres/n° de
mujeres) existen estudios que indican que la TE de blastocistos produce una
alteracién a favor del sexo masculino. Este desequilibrio en la proporcién de
sexos puede estar relacionado con la observacion de que los embriones
masculinos se desarrollan mas rapidamente que los embriones femeninos
(Chang et al., 2009; Maalouf et al., 2014; Ginstréom et al., 2016)

En cuanto a las anomalias congénitas un meta-analisis indica que en los
recién nacidos tras TE de blastocistos aumentan de forma significativa en
comparacion con las TE en estadio de division (Dar et al., 2014). Sin embargo,

estudios recientes contradicen estas conclusiones (Ginstrom et al., 2016).

4.6.5. DGP

El diagndstico genético preimplantacional (DGP) se utiliza para
seleccionar embriones que no estén afectados por un trastorno genético o
cromosdmico. A pesar del numero relativamente grande de estudios sobre los
resultados neonatales después de la FIV/ICSI, estos datos y conclusiones no

pueden ser extrapolados y utilizados para el DGP ya que éste se realiza
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analizando material biolégico (corpusculo polar, una o dos células, trofoblasto)
de ovocitos, cigotos, embriones o blastocistos, lo que afiade una manipulacion

invasiva adicional (Eldar-Geva et al., 2014).

El primer éxito tras DGP se describié por primera vez en 1990, para
prevenir la transmision de una enfermedad ligada al cromosoma X. Desde
entonces el DGP se ha implementado en parejas que portan desequilibrios
cromosomicos estructurales o numéricos o enfermedades monosdémicas y

evitar su transmision a la descendencia. (Bay et al., 2016).

La Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE)
informd6 que los embarazos y recién nacidos tras DGP no son diferentes de los
obtenidos tras ICSI (Harper et al., 2012). Del mismo modo, la edad gestacional,
el peso al nacer y la muerte perinatal no fueron diferentes en un estudio que
comparo 995 recién nacidos tras DGP con 1.507 recién nacidos tras ICSI.
Curiosamente, un menor numero de recién nacidos tras DGP presenté bajo
peso al nacer en comparacion con la ICSI. En cuanto a las malformaciones
congénitas, obtuvieron malformaciones mayores en el 2,3% de los recién
nacidos tras DGP y 2,7% en los recién nacidos tras ICSI (Desmyttere et al.,
2012).

Un estudio reciente compard los resultados perinatales de 242 recién
nacidos tras DGP con 242 recién nacidos de ICSl y 733 recién nacidos de
gestaciones espontaneas de parejas segun la edad materna, paridad e indice
de masa corporal (IMC). La incidencia de complicaciones en el embarazo tras
DGP fue baja y similar a la de los grupos control. En los embarazos unicos el
peso de los recién nacidos de DGP y el parto pretérmino no fueron diferentes al
grupo de recién nacidos mediante gestaciones espontaneas, pero fue mayor en
comparacioén con los recién nacidos tras ICSI. La mayor edad gestacional fue
mas frecuente en el grupo de DGP después del grupo de las gestaciones
espontaneas. En los embarazos gemelares no se detectd diferencias entre el
bajo peso al nacer entre los recién nacidos tras DGP y mediante gestaciones
espontaneas, sin embargo, en el grupo de ICSI fue significativamente menor.
Ademas, analizaron las transferencias en fresco y tras FET, ademas del tipo de
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biopsia y no encontraron diferencias entre los grupos. En cuanto a las
malformaciones congénitas encontraron un 1,7% en el grupo de embarazos
multiples tras DGP no estando disponibles los datos en los demas grupos.
Concluyen que no es el procedimiento de la ICSI, lo que pueda ocasionar los
resultados adversos encontrados, sino mas bien la infertilidad en si, ya que la
mayoria de las parejas que hacen uso del DGP no tienen problemas de
fertilidad (Eldar-Geva et al., 2014).

4.6.6. Inhibidores de la fosfodiesterasa

El desarrollo de la ICSI ha sido un gran avance en el tratamiento de la
infertilidad. Esta técnica permite el acceso a estas técnicas a los pacientes con
un factor masculino grave, como aquellos que presentan exclusivamente
espermatozoides inmaviles, condicidn conocida como “astenozoospermia
absoluta” (Ortega et al., 2011; Rubino et al., 2016). Esta representa una
condicion poco frecuente, ya que suele ser debida a la muerte del
espermatozoide (necrozoospermia) o a defectos en el espermatozoide
relacionados con trastornos moleculares especificos como la discinesia ciliar
primaria o la displasia de la vaina fibrosa (Davila Garza and Patrizio, 2013;
Nagy, 2000). Por otra parte, dado que la motilidad espermatica suele mejorar
durante la maduracion en el epididimo, los gametos recuperados por biopsia
testicular (TESE) o aspiracion testicular (TESA) también se caracterizan por la
ausencia de motilidad espermatica, especialmente tras un procedimiento de
congelacion/descongelacion.  Los  espermatozoides  testiculares  son
mayoritariamente inmdviles inmediatamente después de la biopsia, y si esta
muestra se congela, aun se acentuara mas la inmovilidad espermatica. Tras la
descongelacion, es frecuente encontrar una baja tasa de movilidad
espermatica, de modo que una pauta habitual en el laboratorio de embriologia
es dejar la muestra de biopsia un tiempo en cultivo para facilitar la recuperacién
de movilidad. Sin embargo, a pesar del tiempo de cultivo, hay una serie de
muestras que no recuperan ninguna movilidad (Blanes Zamora et al., 2008).
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Para realizar una ICSI| en estas condiciones de astenozoospermia
severa o absoluta es fundamental distinguir los espermatozoides inmoviles
viables de los no viables (Rubino et al., 2016). Se han desarrollado tres
estrategias principales para mejorar los resultados de la ICSI cuando no es
posible obtener espermatozoides moviles o identificar espermatozoides
inmoviles vivos en el eyaculado o TESE: a) prueba hipoosmatica; b) prueba de
flexibilidad de la cola; y c) uso de agentes farmacologicos como la cafeina
(Garbers et al., 1971) o derivados de la xantina tales como la teofilina (Loughlin
and Agarwal, 1992) o pentoxifilina (PTX) (Griveau et al., 2006; Kovacic et al.,
2006; Sharma and Agarwal, 1997). La PTX es un inhibidor de la fosfodiesterasa
del grupo de las metilxantinas, que inhibe la rotura del adenosin monofosfato
ciclico (AMPc). EI AMPc activa la proteina quinasa, la cual regula la
fosforilacion de la tirosina que es una importante via reguladora en la
modulacién de los eventos asociados a la capacitacion espermatica (Guasti et
al., 2017).

Mas especificamente, el uso de PTX se utiliza ampliamente en la rutina
diaria de laboratorio como un método de seleccidbn para identificar
espermatozoides viables. Puede ser facilmente afiadido a la muestra de semen
antes de la ICSI con el fin de impulsar el movimiento flagelar en
espermatozoides vivos a través de la inhibicion de la 3' - 5' nucleotidasa
fosfodiesterasa que resulta en un aumento de la concentracién intracelular de

nucledtidos ciclicos (Nassar et al., 1999; Yovich, 1993).

La eficacia de la PTX para estimular la motilidad y mejorar los resultados
de la ICSI se ha descrito previamente (Hurtado de Mendoza et al., 2000,
Rubino et al., 2016). Sin embargo, su uso no es universalmente aceptado por
sus efectos nocivos en los ovocitos (activacion artificial y cambios
morfolégicos), embriones (retraso o arresto del desarrollo) o recién nacidos
(efectos teratogénicos) (Fisher and Gunaga, 1975; Scott and Smith, 1995;
Tournaye et al.,, 1993). De hecho, hace tres décadas, que se informd que la
metilxantina causa malformaciones en modelos animales tales como raton,
xenopus y pollo (Bruyere et al., 1983; Dawson and Bantle, 1987; Nakatsuk et

al., 1983; York et al., 1986). Cabe destacar que todos estos efectos negativos
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se derivaron de la exposicion directa de ovocitos o0 embriones a
concentraciones experimentalmente altas de derivados de xantina. Por el
contrario, cuando se utiliza PTX para la seleccién de espermatozoides durante
la ICSI, su concentracion en la gota de cultivo es insignificante y la exposicion
de ovocitos/embriones esta virtualmente ausente. La Agencia Francesa de la
Biomedicina incluyé en 2013 la seleccion de espermatozoides vivos antes de la
ICSI utilizando inhibidores de la fosfodiesterasa en la lista oficial de técnicas
permitidas para el mejoramiento de los procedimientos de técnicas de
reproduccion asistida (Agence de BioMédecine, 2013). Sin embargo,
sorprendentemente a este respecto, los datos publicados sobre su seguridad

en seres humanos son nulos.
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Justificacion

Ya que la monoterapia es un tratamiento cada vez mas extendido dada
su eficacia, es necesario aclarar si este tipo de terapia es igual de segura que
la triterapia, en cuanto a carga viral en semen se refiere, para poder aconsejar
este tipo de terapia a aquellas parejas con deseos reproductivos. Ademas, la
calidad seminal en los pacientes adscritos a triterapia no es buena, por lo que
al cambiar a monoterapia podria mejorar la calidad seminal, aumentando la

fertilidad de las parejas con varones VIH" con este tipo de tratamiento.

La calidad embrionaria es clave para el éxito de las TRA y ésta ha sido
cuestionada en varones VIH". Los sistemas de evaluacion embrionaria de time-
lapse permiten detectar eventos del desarrollo embrionario que normalmente
no son detectados por evaluaciéon morfologica estatica, ya que ocurririan entre
las observaciones puntuales realizadas durante la evaluacién morfoldgica
estatica. Por lo que el estudio morfocinético de embriones de varones VIH"
permite evaluar la calidad de éstos de manera mas precisa que la descrita

hasta ahora.

En cuanto a la seguridad de las TRA, el uso de la PTX no esta
totalmente aceptado ya que hace tres décadas, se informé que la metilxantina
causa malformaciones en modelos animales tales como ratén, xenopus y pollo.
A pesar de que la Agencia Francesa de Biomedicina incluy¢é en 2013 la
seleccion de espermatozoides vivos durante la ICSI utilizando inhibidores de la
fosfodiesterasa, como la PTX, en la lista oficial de técnicas permitidas para la
mejora de los procedimientos de TRA, los datos publicados sobre su seguridad

en humanos son nulos.
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Objetivos

Como hemos visto en la Introduccién, los cambios en las expectativas de
vida en pacientes con VIH, han hecho que exista una creciente demanda de
consejo reproductivo por estas parejas. Siendo la seguridad de estas técnicas

un elemento determinante en su evaluacion.
Por todo lo anterior en este estudio nos proponemos analizar los
avances en los diferentes aspectos sobre la atencion a los deseos

reproductivos de parejas con varon VIH*, asi como en la seguridad de las TRA:

1°. Evaluar la efectividad de las nuevas terapias frente a VIH (monoterapia) en

cuanto a calidad y carga viral seminal se refiere.

2°. Profundizar en la influencia de la infecciéon VIH' en varones sobre la calidad

embrionaria en programas de FIV/ICSI.

3°. Analizar los resultados obstétricos y neonatales, incluyendo malformaciones

congénitas, de las gestaciones y recién nacidos obtenidos mediante ICSI-PTX.
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Material y Métodos

1. Efecto de la monoterapia con DRV/r sobre la calidad y carga

viral seminal

1.1. Disefio experimental

Se realizd un estudio experimental prospectivo para analizar este efecto.
Se analizaron la carga viral y calidad seminal en varones VIH" en tratamiento
con triterapia, y, en los mismos varones, tras cambiar dicho tratamiento a
monoterapia con Darunavir/Ritonavir durante 48 semanas. Se realizd una
determinacion al inicio del estudio (VO) y otra tras 48 semanas (V1) de
tratamiento con monoterapia con Darunavir/Ritonavir. Se incluyeron pacientes
que acudieron regularmente a la consulta en la Unidad de Enfermedades
Infecciosas del Hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN) de Granada
para su seguimiento, entre Mayo de 2012 y Septiembre de 2015. Todos los
pacientes fueron informados de la naturaleza del estudio y firmaron el
consentimiento informado para poder participar en el estudio. El estudio fue
aprobado por el Comité Etico del CHU de Granada. Los datos de los pacientes

fueron codificados para mantener el anonimato.

Las visitas de los pacientes a consulta fueron programadas, para cada
uno de los pacientes, cada cuatro meses. La adherencia a la medicacion se
evalué mediante la comprobaciéon en farmacia hospitalaria, del expediente de

prescripcion de cada paciente.

1.2. Seleccion de pacientes

Pacientes que estaban recibiendo tratamiento antirretroviral estable, que
incluia dos analogos de nucleés(t)idos y un tercer farmaco. Todos tenian una

carga viral indetectable en plasma sanguineo (< 20 copias/ml).

1.2.1. Criterios de inclusidén

= Hombres infectados con VIH-1, con una carga viral indetectable en
plasma (<20 copias/ml) durante al menos seis meses.

= Al menos 18 anos de edad.
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1.2.2. Criterios de exclusién

» Pacientes no adherentes a consultas programadas.
= Pacientes con antecedentes de tratamiento o enfermedades

endocrinolégicas o genitales que podrian afectar a la calidad del semen.

1.3. Caracteristicas sociodemograficas, clinicas y de laboratorio en

pacientes VIH"

Las variables analizadas fueron: edad, consumo de alcohol y tabaco,
historia androgénica, historia reproductiva, recuento de linfocitos CD4" y CD4"
nadir, tipo de antirretrovirales, carga viral en plasma sanguineo y carga viral en

plasma seminal.

1.4. Caracteristicas de parametros seminales

Los parametros considerados en el analisis de la calidad del semen
fueron: licuefaccion, viscosidad, aspecto, volumen, pH, concentracion de
espermatozoides y células redondas, numero total de espermatozoides,
motilidad progresiva y total, morfologia y vitalidad espermatica. Ademas se

calculé el indice de teratozoospermia.

1.4.1. Anélisis de semen

Todas las muestras de semen fueron obtenidas mediante masturbacion
tras 3 - 4 dias de abstinencia sexual. La mayor parte de las muestras fueron
recogidas en el laboratorio de la Unidad de Reproduccién del HUVN de
Granada. Menos del 5% de todas las muestras fueron recogidas por los
participantes del estudio en sus domicilios. En este ultimo caso, la muestra de
semen se mantuvo a temperatura corporal y se entregd en el laboratorio antes
de que transcurrieran 45 minutos tras la recogida. Durante la recepcién de la
muestra en el laboratorio, se registraron los siguientes datos: periodo de
abstinencia sexual, pérdida de alguna fraccién del eyaculado durante la
recogida, consumo de drogas, presencia de fiebre en los ultimos meses, indice
de masa corporal y participacion reciente en algun deporte extremo.
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Todas las muestras fueron analizadas dentro de la primera hora tras la
recogida y analizadas por una unica persona para minimizar la variabilidad

analitica y maximizar la precision del estudio.

Cada participante proporcion6 un total de cuatro muestras de semen:
dos antes de iniciar la monoterapia y otras dos después de 48 semanas de
tratamiento con monoterapia. El intervalo de tiempo entre la primera muestra y

la segunda de cada par de muestras recogidas fue de 15 dias.

Todas las muestras de semen fueron manejadas y evaluadas siguiendo
las recomendaciones de la OMS (WHO, 2010). El manejo de las muestras de
semen de varones VIH" fue realizado en una cabina de seguridad biologica

Clase II.

La concentracion espermatica y de células redondas fue determinada
usando un hemocitdmetro Neubauer Improved, pipeta de desplazamiento
positivo y contaje por duplicado. El numero total de espermatozoides se calculo
multiplicando la concentracion de espermatozoides por el volumen del liquido
seminal, que se midié mediante pesada de la muestra. Para la evaluacion de la
motilidad, el campo microscoépico fue valorado visualmente y expresado como
porcentaje. Se utilizaron cubreobjetos de 22mm x 22mm y se analizd una
alicuota de 10 pl de semen. Para la evaluacion morfolégica se realizaron
extensiones seminales que fueron tefiidas mediante la tincion rapida Diff-Quick.
Se contaron 200 espermatozoides. La vitalidad espermatica se evalud
mediante test de eosina/nigrosina. Ademas se calcul6 el porcentaje de aquellos
participantes cuyos valores se encontraban por debajo del limite inferior de los
valores de referencia de la OMS 2010 para los parametros seminales (WHO,
2010).
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1.4.2. Deteccion de carga viral en plasma seminal

Se generaron dos fracciones mediante centrifugacion (300 g, 15
minutos). El plasma seminal se analizé mediante una reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-PCR).

La técnica utilizada para cuantificar ARN VIH-1, fue un ensayo adaptado

de VIH-1 COBAS Ampliprep/Tagman assay (Roche Diagnostics).

En cada muestra de semen se determind la carga viral, por tanto, se
realizaron dos determinaciones en plasma seminal, con 15 dias de diferencia
entre la recogida de la primera muestra y la siguiente, antes de comenzar el
tratamiento con monoterapia. Y otras dos determinaciones tras 48 semanas
desde el inicio con monoterapia, separadas por el mismo intervalo. Se

recogieron cuatro muestras en total por paciente.

2. Evaluacion de la calidad embrionaria en parejas con varon
VIH"

2.1. Disefo experimental

Se disend un estudio retrospectivo observacional de casos y controles,
en el que se analizaron las caracteristicas morfoldgicas y morfocinéticas de
embriones procedentes de parejas con varon VIH' frente a las de parejas con
varén VIH. La poblacion control consisti6 en parejas estériles por factor
tubarico o factor masculino leve con varones VIH™ con caracteristicas clinicas
similares: edad, numero de ciclos previos, indice de masa corporal (IMC) y FSH
basal en la mujer, que acudieron a la Unidad de Reproduccion de HUVN de

Granada, entre enero de 2013 y julio de 2016.
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El varén VIH" 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 antiguedad 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 (Guia de Reproduccion Humana Asistida SAS, 2016).

El estudio basico de esterilidad de la pareja consistio en: anamnesis,
evaluacion fisica general y ginecoldgica, ecografia vaginal de utero y anejos.
También se hizo determinacién de hormonas basales en sangre el dia 3 del
ciclo. Los varones fueron evaluados mediante analisis seminal segun las
recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (WHO, 2010).
El laboratorio de TRA utilizado para todos los procedimientos estaba separado

del laboratorio utilizado para el resto de parejas seronegativas para VIH.

2.2. Lavado de semen en varones VIH" que se someten a TRA
2.2.1. Lavado de semen

Todas las muestras de semen de varones VIH® con deseos
reproductivos fueron manipuladas y evaluadas segun las recomendaciones de
la OMS (WHO, 2010). Todo el manejo de las muestras se realizé en una cabina

de seguridad biolégica Clase Il.

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, Molndal Sweden), cada capa de 1 mL. El semen era pipeteado
directamente encima de la capa superior. Tras centrifugacion (20 min a 180 g)
se eliminaron los restos de plasma, semen y los gradientes de densidad, a
continuacion se recogid el botén celular con un nueva pipeta. Este boton celular
fue resuspendido 1:2 (vol:ivol) con PureSperm Wash (Nidacon, Mdindal
Sweden) y centrifugado durante 8 min a 180 g. Posteriormente esta muestra
era decantada y se le anadia 1 mL de PureSperm Wash lentamente, dejandolo
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caer por las paredes del tubo, 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 inclinacion 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 uso para la
valoracion de la muestra mediante recuento y movilidad espermatica, otra para
la determinacion 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.

2.2.2. Deteccion de la carga viral

La técnica utilizada para cuantificar ARN VIH-1 en la muestra final
procesada fue PCR a tiempo real, un ensayo adaptado de VIH-1 COBAS
Ampliprep/Tagman assay Ampliprep/Tagman (Roche Diagnostics). Esta técnica
fue validada a través de la participacion en un control de calidad externo
organizada por la red CREAThE (Centres for Reproductive Assisted
Techniques for HIV in Europe). Se trata de una asociacion europea de centros
sin animo de lucro que tiene como objetivo principal mejorar la asistencia
reproductiva que se ofrece a parejas serodiscordantes para VIH (Pasquier et
al., 2012).

2.2.3. Congelacién de semen

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 anadido gota a gota en un tiempo medio
de 15 minutos. La mezcla fue cargada en pajuelas termosellables de alta
seguridad biolégica (Cryo Bio System, Paris, Francia) de 0,5 mL correctamente
identificadas. Se realizaba mediante un embudo (punta amarilla) y una jeringa
de 1 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).
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Para la utilizacion de las muestras, se descongelaba el numero de
pajuelas que previamente se habian estimado necesarias. Estas eran
descongeladas a 37° C en estufa durante 10 minutos. A continuacion se
afiadia el mismo volumen de MOPS Plus suplementado con HSA (Vitrolife,
Goteborg Sweden) que de semen (1:1), y se centrifugaba durante 8 minutos a
180 g. Posteriormente se realizaba un swim-up, que consistia en descartar el
sobrenadante y afiadir 0,5 mL de MOPS Plus (Vitrolife, Goteborg Sweden). La
muestra era centrifugada de nuevo durante un minuto a 180 g y se incubaba 45
minutos a 37°C y con una inclinacion de 45° (Mortimer, 1994). Pasado este
tiempo se aspiraba cuidadosamente la capa superficial del medio de cultivo con

una pipeta Pasteur.

2.2.4. Protocolos de estimulacién ovarica

Las pacientes siguieron un tratamiento de estimulacion de la ovulacion,
con el propdsito de conseguir un desarrollo folicular multiple. Se utilizaron
protocolos de agonistas de la GnRH en la pauta de “Analogo largo” y de

“‘Antagonista”.

Ambos tratamientos siguieron los protocolos descritos a continuacion:

= Analogo largo: Se utilizé un protocolo con agonistas de la GnRH que
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). Si se
confirma dicha hipofisectomia médica se comienza a administrar 300 Ul
de FSH (Gonal F®, Merck-Serono, Madrid, Espafa y/o Menopur®,
Ferring Pharmaceuticals, Espafia) durante dos dias, y 150 Ul de FSH
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 FSH a cada paciente. Una vez que la
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respuesta folicular es adecuada (mas de 3 foliculos ovaricos mayores de
18 mm de diametro) se procede a desencadenar la ovulacion mediante
250 pg de coriogonadotropina alfa (hCGr, Ovitrelle®, Merck-Serono,
Madrid, Espana).

» Antagonista: El tratamiento comienza el dia 2 del ciclo con 225 Ul/dia via
subcutanea de FSH (Gonal F®, Merck-Serono, Madrid, Espafa y/o
Menopur®, Ferring Pharmaceuticals, Espafa) con pauta descendente
dependiendo de los controles ecograficos cada 2 dias a partir del octavo
dia del ciclo. Se instaura tratamiento con antagonistas de la GnRH
(Orgalutran®, Merck Sharp & Dohme, Espana) a dosis de 0.25mg/dia
via subcutanea cuando se observa algun foliculo con diametro mayor de
14mm o mas por ecografia. Cuando se visualizan foliculos de 18mm o
mas de diametro se desencadena la ovulaciéon del mismo modo

siguiendo el protocolo anterior.

2.2.5. Puncion folicular y laboratorio de FIV-ICSI

La recuperacién ovocitaria se realizé por puncién folicular ecoguiada via
transvaginal 36 horas después de la inyeccion de hCG-r, anticipandose al
proceso ovulatorio. Utilizando una aguja de puncion ovarica (Labotect Labor-
Technik- Gottingen, Gottingen, Germany) puncionamos uno a uno los foliculos
mayores de 17 mm aspirando su contenido en tubos de recogida de liquido
folicular (Becton Dickinson Labware, NJ, USA) con un sistema de vacio a 150
mm de Hg de presion. El contenido del foliculo aspirado se transportd
rapidamente al laboratorio de reproduccion en un contenedor previamente
calentado a 37°C para comprobar de inmediato la presencia del complejo
cumulo-corona-ovocito en el liquido folicular. No se realiza de forma habitual
profilaxis antibidtica, y tan sélo en los casos en que la puncion ofrezca mayor
dificultad se administré via intravenosa una dosis unica de 1.500 mg de
cefuroxima sddica (Cefuroxima Normon EGF, Madrid, Espafa) o de 1.000 mg
de lactobionato de eritromicina (Pantomicina Abbot, Madrid, Espafa) en

pacientes alérgicas a betalactamicos.
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Una vez que los liquidos foliculares llegaban al laboratorio, se inici6 la
busqueda e identificacion del ovocito. Para ello se depositaban en una placa de
Petri de 100x15 mm y bajo vision estereomicroscopica se observaban para
localizar el complejo cumulo-corona-ovocito. ldentificado éste, mediante una
pipeta Pasteur se colocaba en una nueva placa de Petri de 35x10 mm en el
interior de unas gotas de medio de cultivo MOPS Vitrolife (MOPS Science
Scandinavia, Gothenburg, Sweden) previamente calentado a 37°C, para
eliminar los restos de LF. Se depositaron los cumulos en medio de cultivo de
maduracion IVF Vitrolife (IVF Sciende Scandinavia, Gotheburg, Sweden) hasta

la realizacion de la ICSI.

Para realizar la microinseminacion espermatica (ICSl) es necesario
eliminar el cumulo y la corona radiada del ovocito. Para decumular se
sumerguia el complejo cumulo-corona-ovocito en una solucion con 80 Ul/mL de
hialuronidasa (HYASE, Science Scandinavia, Gothenburg, Sweden) en medio
de lavado MOPS Vitrolife (MOPS Science Scandinavia, Gothenburg, Sweden)
durante 10-20 segundos aspirando varias veces el complejo mediante pipeta
pasteur. La actuacién sobre la corona radiada se realiz6 mecanicamente
haciendo pasar al ovocito varias veces por un capilar con un diametro

adecuado (125um).

Las micropipetas utilizadas para la microinyeccion son la de sujecién y la
de inyeccién o ICSI (Origio, Humagen Pipets). La placa en la que se realizo la
ICSI estaba cubierta de aceite mineral (OVOIL, Sciende Scandinavia,
Gotheburg, Sweden) para mantener la osmolaridad y temperatura del medio
(aunque la placa estaba ademas colocada sobre una superficie calefactora del
microscopio). En dicha placa se colocaron gotas de polivinilpirrolidona (PVP
Science Scandinavia, Gotheburg, Sweden) ya que ralentiza el movimiento de
los espermatozoides y facilita la seleccion del espermatozoide. También se
colocaron varias gotas de medio MOPS. En la gota de PVP se depositaba un
volumen de espermatozoides dependiendo de la concentracion. Los ovocitos a
microinyectar se colocaban en las gotas de MOPS, donde no permanecian mas

de 15 minutos.
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Tras comprobar el correcto funcionamiento de la pipeta de inyeccion se
seleccionaron los espermatozoides segun morfologia y movilidad; el
espermatozoide seleccionado se inmovilizé por presidn mecanica de la cola.
Con esto se facilita la activacion ovocitaria por permeabilizacion de membranas
ya que se liberan factores citosdlicos que activan al ovocito y facilitaran la
posterior formacion del pronucleo masculino. Tras la inmovilizacion, se aspird
por la cola para asegurarnos de que al inyectarlo no se quedaba fuera la

cabeza.

Una vez fijado el ovocito con la pipeta de sujecién, se coloco la pipeta de
inyeccion con el espermatozoide frente al ovocito, se presiono para atravesar la
zona pelucida y la membrana plasmatica, se aspird primero suavemente para
asegurarnos de haber penetrado la membrana y finalmente se depositd la
pequefia fraccidn de citoplasma aspirado junto con el espermatozoide en el

interior del ovocito.

2.2.6. Cultivo embrionario

Una vez microinyectados, los ovocitos se colocaron en las placas
disefadas para el sistema Primo Vision (Primo Vision EVO, Vitrolife, EMB),
preparadas con 80 pl de medio de cultivo G1 (G1, Sciende Scandinavia,
Gotheburg, Sweden) cubiertas por 5 ml de aceite mineral (OVOIL, Sciende
Scandinavia, Gotheburg, Sweden) en un incubador a 37°C y a 6% de CO2,

durante 2 — 3 dias.

El sistema Primo Vision es una plataforma para el estudio de la
morfocinética embrionaria. Presenta una céamara integrada disefiada para

obtener imagenes automaticas en los puntos de tiempo definidos.

La fecundacién fue evaluada entre las 17-20 horas post ICSI, siendo
desechados los zigotos con fecundacion anémala. Para determinar el tiempo
exacto de las divisiones celulares y otras caracteristicas morfolégicas, las
imagenes de los embriones se tomaron cada 5 minutos y la frecuencia del

escaneado fue cada 20 minutos el primer dia y de 60 minutos el resto de dias
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hasta la transferencia embrionaria, con una resolucion de 2560 x 1920 pixeles
en 11 planos focales. La morfologia y cinética embrionarias fueron evaluadas
en un ordenador externo al incubador, con un software desarrollado
especificamente para analizar imagenes por time-lapse (Primo Vision Capture

Software, version 4.3.1.6).

2.4. Clasificacion embrionaria mediante analisis de time-lapse.

Parametros morfolégicos y morfocinéticos.

Los videos time-lapse para la plataforma Primo Vision™, se generaron a
partir de imagenes que constan de siete planos focales de 200 ym y son
capturadas cada 5 minutos durante las primeras 24 horas y cada 20 minutos

hasta el dia de la transferencia embrionaria.

2.4.1. Parametros morfolégicos

Los embriones fueron clasificados morfolégicamente en D+2 y D+3 en
funcion de:
= Numero de células.
= Porcentaje de fragmentacion.
» Presencia de multinucleacion.
» Presencia de vacuolas.

= Simetria de las blastomeras.

La clasificacion embrionaria se basd en los criterios de clasificacion de
ASEBIR (Criterios ASEBIR de Valoracion Morfolégica de Oocitos, Embriones

Tempranos y Blastocistos Humanos, Tercera Edicion, 2015).

2.4.2. Parametros morfocinéticos

2.4.2.1. Parametros morfocinéticos directos

Las series de imagenes se analizaron en tiempo real mediante el
software incorporado en el sistema Primo Vision. En cuanto a los parametros

cinéticos, se anotaron de dos formas diferentes, segun el tO considerado. Si se
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considera como t0 la hora media de la ICSI, los parametros cinéticos anotados

fueron:

tPB2 (h): Extrusion del 2° corpusculo polar.

tPNa (h): Aparicidon de pronucleos.

tPNf (h): Desaparicion de pronucleos.

it2 (h): Inicio de t2.

t2 (h): tiempo en el que embridn presenta 2 células.

t3 (h
t4 (h

5 (h

h

h

8 (h

tiempo en el que embridn presenta 3 células.
tiempo en el que embridn presenta 4 células.
tiempo en el que embridn presenta 5 células.
tiempo en el que embridn presenta 6 células.

tiempo en el que embridn presenta 7 células.

):
):
t5 (h):
t6 (h):
t7 (h):
t8 (h):

tiempo en el que embridn presenta 8 células.

Por otro lado, si se considera como t0 la desaparicion de PN (Ahlstrom

et al., 2016), los tiempos registrados fueron:
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it2d (h): tiempo en el que el embrién comienza la primera division
desde la desaparicion de los PN.

t24 (h): tiempo en el que embrion presenta 2 células desde de la
desaparicion de los PN.

t34 (h): tiempo en el que embrion presenta 3 células desde de la
desaparicion de los PN.

t44 (h): tiempo en el que embrion presenta 4 células desde de la
desaparicion de los PN.

t5q4 (h): tiempo en el que embridn presenta 5 células desde de la
desaparicion de los PN.

t64 (h): tiempo en el que embrién presenta 6 células desde de la
desaparicion de los PN.

t74 (h): tiempo en el que embridon presenta 7 células desde de la
desaparicion de los PN.

t84 (h): tiempo en el que embridn presenta 8 células desde de la

desaparicion de los PN.
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2.4.2.2. Parametros morfocinéticos indirectos

A partir de los parametros morfocinéticos directos se obtuvieron una
serie de valores derivados relacionados con la duracion de los ciclos celulares
(Ciray et al., 2014):

» VP: Duracion de los PN (tPNf — tPNa).
« ECC1: Duracion del primer ciclo celular (t2 — tPB2).
= ECC2: Duracion del segundo ciclo celular (4 — t2).
« ECC2a: t3 —t2.
- ECC2b: t4 —t2.
« ECC3: Duracion del tercer ciclo celular (8 — t4).
« ECC3a: t4 —18.
- ECC3b: t5 —18.
« ECC3c: t6 —t8.
- ECC3d: t7 —18.
= S2: Sincronizacion de las divisiones celulares (14 — t3).

= S3: Sincronizacion del patron de division (8 — t5).

2.5. Transferencia embrionaria

La seleccion de los embriones a transferir se realizé en base a: tiempos
de morfocinética (Meseguer et al., 2011; Basile et al., 2013), clasificacion de
ASEBIR (embriones tipo A, B, C y D) y ausencia de criterios de exclusién
(division directa de cigoto a 3 células, division directa de 3 a 5 células,

multinucleacion en 2, 3 y 4 células, falsa division y presencia de vacuolas).

La transferencia embrionaria en fresco se realizé el segundo o tercer dia
(D+2 o D+3) tras la puncion folicular. La transferencia embrionaria se lleva a
cabo por ecoguia a través del cuello uterino, mediante catéter de transferencia
(Labotect Labor-Technik-Goéttingen, Goéttingen, Germany) en el que se cargaron

1 0 2 embriones.

113



Material y Métodos

2.6. Ciclos de criotransferencia

Los embriones sobrantes fueron crioconservados en D+3 mediante
vitrificacion. Se utilizaron medios comerciales de vitrificacion (Medicult
Vitrification, Denmark) y desvitrificacion (Medicult Vitrification Thaw, Denmark).
El dispositivo de almacenamiento utilizado fue el Cryoleaf (McGill Cryoleaf,
Origio, Denmark). Todos los embriones crioconservados se almacenaron en
nitrégeno liquido a -196°C en bombonas de almacenamiento (Air Liquide,

Francia).

Protocolo de vitrificacion

Los embriones se vitrificaron mediante los medios de equilibrado vy
vitrificacion de MediCult Vitrification que contienen etilen-glicol y 1,2-propandiol

en HTF, en concentraciones crecientes.

En primer lugar se atempera el Equilibration Medium (EQ) y Vitrification
Medium (VT) durante 30 minutos. Una vez atemperados podemos depositar
una microgota de EQ (100 pl) y otra de VT (100 pl) en una placa de petri
mediana (Falcon®). Estas deben quedar visualmente cerca bajo la lupa.
Ademas se afnaden 2 microgotas de medio de lavado MOPS de 100
Ml/microgota. EI embrion a vitrificar se lava en las dos gotas de MOPS y se
depositan en la gota de EQ durante al menos 6 minutos con la lupa apagada.
Transcurridos los 6 min el embrion debe haberse reexpandido al 80%,
momento en el que se deposita en la gota de VT (100 ul). Se carga el embrién
en el capilar y se deposita en el extremo de la lengleta del Cryoleaf
(previamente identificado con el cdédigo de la paciente) con el minimo medio
posible. Este paso debe durar el menor tiempo posible, nunca mas de 1 minuto.
Rapidamente se sumerge el Cryoleaf en el contenedor de nitrégeno liquido y se
agita vigorosamente en zig-zag, con cuidado de no tocar con la lengueta el
fondo del barrefio. Seguidamente, y antes de que se congele el Cryoleaf, se
baja el pestillo de seguridad del mismo. Con ayuda de la pinzas se introduce el
Cryoleaf en el visotubo, previamente sumergido en el contenedor de N2 liquido,
con las pinzas asegurandose de que no flote y se pasa a un termo para ser
transportado al contenedor de nitrégeno liquido.
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Protocolo de desvitrificacion

Para la desvitrificacion embrionaria utilizamos los medios MediCult
Vitrification Thaw que incluye un medio de descongelacion con sacarosa listo
para usar (Warming), medios de disolucién 1 & 2, ambos con decrecientes

concentraciones de sacarosa y dos viales para lavar el medio con HSA.

La desvitrificacion embrionaria se realiza el dia anterior a la
criotransferencia. Para ello, se calientan los medios, Warming Medium a 37°C y
Dilution Medium 1, Dilution Medium 2 y Washing Medium a temperatura
ambiente durante una hora. Se prepara un depdsito con suficiente nitrégeno
liguido como para poder sumergir por completo el visotubo con el Cryoleaf
dentro. Se extrae el Cryoleaf del visotubo y se deja en el fondo, sacamos el
visotubo y comprobamos la identidad. En placas de Petri medianas se deposita
una microgota de 100 pyl de DM1 y una microgota de 200 ul de Warming
medium en otra placa de petri. Es muy importante que éste medio esté a 37 °C
durante todo el proceso, por lo que se dispone sobre una placa
termocalefactada. Posteriormente se saca el Cryoleaf del barrefio de nitrégeno
liquido con la cara del embrién mirando hacia arriba y se sumerge rapidamente
en la microgota de Warming medium. Rescatamos el embrion y lo llevamos a la
gota de DM1 donde se esperan 3 min. En este tiempo se deposita al lado de
esta microgota la de DM2, donde se depositara el embridn posteriormente
durante 3 minutos. Durante este tiempo depositamos en esta placa 4
microgotas de 50 pl de Washing medium. Una vez transcurridos los 3 minutos
se rescata el embrion de DM2 y se lava progresivamente de una gota a otra de
dicho medio. En una placa de petri se realizan 4 microgotas de 50 yl de medio

de cultivo embrionario G2 previamente gasificado.
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Cargamos G2 de una microgota y lavamos progresivamente de una gota
a otra de dicho medio. Al finalizar se lava el embrion en medio G2, dejandolos
en cultivo, 37°C y 6%CO2, hasta el dia siguiente, previa valoracion de la
calidad embrionaria y de la criosuperviviencia (porcentaje de células lisadas),
en caso de que la supervivencia sea = 50% de las blastomeras. El dia de la
criotransferencia (D+4) se valora de nuevo la calidad embrionaria, haciendo
hincapié en la division embrionaria. La criotransferencia se realiza de la misma

manera que la transferencia en fresco.

Protocolo de sustitucion para Criotransferencia

El dia de la menstruacién se inicia pauta ascendente con Valerianato de
estradiol (Meriestra®, Noveartis Farmaceutica, Espafa), administrandose
2mg/24h durante 8 dias, después durante 3 dias (9-11 del ciclo) se administra
2mg/12h y a partir del dia 12 se aumenta a 2mg/8h. Se realizan revisiones
ecograficas a los 14 dias de iniciar el tratamiento para valorar el endometrio y
cuando el espedor es = 7mm de espesor, se indica para criotransferencia.
Ademas se administra tres dias antes de la criotransferencia progesterona
natural micronizada via vaginal 200mg/8h (Progeffik®, Laboratorios EFFIK,

Espafia).

2.7. Evaluacion de la gestacion

La gestacion fue confirmada a los 15 dias tras la transferencia
embrionaria, el embarazo clinico se defini6 como la presencia de un saco
gestacional con latido cardiaco a las 7 semanas por ecografia de ultrasonidos y

el embarazo evolutivo se determind a las 12 semanas de gestacion.
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3. Resultados obstétricos y neonatales en ciclos de ICSI
realizados con pentoxifilina para identificar espermatozoides

viables

3.1. Disefio del estudio

Se realizd un estudio multicéntrico observacional de cohorte
retrospectivo para analizar la evolucion y resultados de los embarazos
obtenidos tras ciclos de ICSI con pentoxifilina (ICSI-PTX). Se incluyeron
parejas de cuatro unidades de reproduccion humana asistida distintas:
Complejo Hospitalario Universitario de Granada (Granada, Espafia), Clinica
Masvida - CEIFER Biobanco (Sevilla, Espana), Infertility Unit (Fondazione
IRCCS Ca’ Granda - Ospedale Maggiore Policlinico, Milan, Italia) y Centro
Scienze Natalita (IRCCS San Raffaele Hospital, Milan, Italia), entre Enero de
2005 y Diciembre de 2015.

A todas las parejas se les solicitd, de manera rutinaria, un
consentimiento informado para que sus datos fueran utilizados con fines de
investigaciéon. El estudio fue aprobado por el comité de ética del IRCCS San

Raffaele Hospital, Milan, Italia.

3.2. Seleccion de pacientes

Parejas cuyo vardn presenta unicamente espermatozoides inmoviles, en
muestras procedentes de eyaculado o testiculo. Se excluyeron del estudio

ciclos de donacién de ovocitos y edad materna avanzada (mayor a 45 afos).

Los tratamientos de infertilidad, que incluyen la estimulacién hormonal,
recuperacion de ovocitos, congelacion de ovocitos, cultivo embrionario,
vitrificacién y desvitrificacion embrionaria y métodos de transferencia se

llevaron a cabo de manera estandar siguiendo los protocolos de cada centro.
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3.3. Preparacion de las muestras con pentoxifilina

La solucién de pentoxifilina (Trental, Sanofi, Origgio, Italy o Hemovas,
Ferrer, Barcelona, Spain) se prepard a una concentracion de 3 0 5 mmol en un
medio tamponado con HEPES y fue almacenada a una temperatura de -20°C.
Tras la centrifugacion de la muestra de semen, se tomé un volumen de 1 o0 2 i
de espermatozoides lavados y se les afadié 5 ul de solucion de pentoxifilina en
una placa de Petri disefiada para realizar la ICSI, cubierta con aceite mineral
precalentado. La muestra fue incubada durante un intervalo de 10 a 20 minutos
a 37°C. Posteriormente, en un microscopio invertido, se seleccionaron los
espermatozoides moviles para microinyeccion. Estos fueron aspirados con una

micropipeta de ICSI y lavados en una gota de PVP.

3.4. Transferencia embrionaria

Los embriones resultantes fueron transferidos en fresco entre el D+2 y
D+6 del cultivo embrionario. Los embriones descrioconservados se transfirieron

entre 3 y 5 dias de inicio de la administracion de progesterona.

3.5. Evaluacion y seguimiento de la gestacion

En el analisis se incluyeron los embarazos clinicos obtenidos tras la
transferencia tanto de embriones procedentes de ciclos en fresco como de

embriones desvitrificados.

Para confirmar el embarazo se usé la determinaciéon de la hCG dos
semanas después de la transferencia embrionaria. El embarazo clinico se
defini6 como la presencia de saco gestacional con actividad cardiaca tras 7
semanas. El nacimiento se definid6 como el parto tras 22 semanas de gestacion
completas. La muerte fetal fue definida como la muerte en = 22 semanas

completas de gestacion.
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De acuerdo con la rutina clinica, se realiz6 un seguimiento activo y
pasivo de todos los resultados de la gestacion a todas las mujeres
embarazadas. Tras un periodo de uno a tres meses después del parto, se les
hizo un seguimiento telefénico. En caso de no tenerlo realizado se contactd
durante el periodo de andlisis de los datos (2015). Posteriormente se
analizaron todos los datos con el fin de obtener los resultados obstétricos y

neonatales.

3.6. Malformaciones neonatales

Las malformaciones neonatales fueron clasificadas de acuerdo a la ICD-
10 (International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems 10th Revision, 2010) que incluye malformaciones congénitas y

anomalias cromosomicas con una gama de codificacion Q00-Q99.

4. Analisis estadistico

Se utilizé el software IBM SPSS Statistics version 19 (Chicago, IL.,
EE.UU.)

4.1. Efecto de la monoterapia con Darunavir/Ritonavir sobre la

calidad y carga viral seminal

Debida a la falta de informacion en la literatura consultada en cuanto a la
calidad del semen en este tipo de pacientes, no se determind un tamafio
muestral minimo a reclutar. Se incluyé en el estudio a todos los pacientes que
cumplian los criterios de inclusion, durante el periodo de estudio y aceptaron

participar.

Se siguieron las recomendaciones internacionales para el disefo y
evaluacion de estudios de calidad seminal (SEMQUA) (Sanchez-Pozo et al.,
2013). Se realizé un analisis descriptivo sobre las principales variables
recogidas. Para las variables cuantitativas, se utilizé la mediana y primer y

tercer cuartil. En caso de distribucion normal de los datos se usé la prueba t de
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Student y en los casos donde no seguian una distribucion normal se realiz6 la
prueba de Wilcoxon. Para las variables cualitativas, se calcularon frecuencias
absolutas y relativas. Las diferencias entre los valores pre y post monoterapia y
la relacion con la calidad seminal se evaluaron mediante la prueba McNemar.
La concentracion y numero total de espermatozoides presentd una distribucion
no normal (no Gausiana), por lo que fueron transformados mediante log para
aproximarse a una distribucién normal. El nivel de significacion estadistica se

establecio en p<0,05.

4.2. Evaluacion de la calidad embrionaria en parejas con varén VIH*

Para el objetivo de contraste de la hipotesis nula que recoge la igualdad
de velocidad de desarrollo embrionario en el grupo de embriones procedentes
de varones VIH y VIH®, se realizd6 una prueba de t de Student para dos
muestras independientes (potencia del 80% y nivel de significacién del 5%,), y
asumiendo que el tiempo medio de desarrollo a t4 es 39 h en los VIH y de 42h
en los VIH" con una desviacion estandar de 5h (Cruz et al., 2012) sera
necesario incluir 44 embriones en cada grupo, totalizando 88 unidades

experimentales en el estudio.

Las variables cualitativas se describen mediante su valor absoluto (n) y
valor relativo (%). Para su comparacion se utilizo el Test de la Chi-Cuadrado. El
tamano del efecto se estimé mediante el calculado de la Odds Ratio y su

intervalo de confianza al 95%.

Las variables cuantitativas se describen mediante media, desviaciéon
estandar y maximo y minimo. Para la comparacién de ambos grupos se realizé
una t de Student para grupos independientes, comprobandose Ia
homogeneidad de las varianzas mediante la prueba de Levenne. En el caso de
ser significativo se realizaba el test de Welch, y si el test de Levenne resultaba

no significativo se calculaba la t de Student clasica.

El tamano del efecto se calculd mediante la diferencia de medias y su
intervalo de confianza al 95%.
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Dado el elevado numero de comparaciones se aplicé la correccion de
Bonferroni asumiendo como significativas solo aquellas que lo fueran por

debajo de un p< (0,05/n° de comparaciones).

4.3. Resultados obstétricos y neonatales en ciclos de ICSI

realizados con pentoxifilina para identificar espermatozoides viables

La tasa de malformaciones neonatales en recién nacidos vivos tras ICSI-
PTX se calculd como el numero de nacidos vivos afectados dividido entre el

numero total de nacidos vivos.

La tasa de malformacion total se obtuvo de la siguiente formula: (recién
nacidos afectados + mortinatos + abortos inducidos por malformacién) dividido
entre (numero total de gestaciones clinicas) (Guia de EUROCAT 1.4 y los

documentos de referencia, 2013).

Todas las tasas obtenidas fueron comparadas con los datos publicados
anteriormente de nifos concebidos mediante ICSI con una frecuencia de
anomalias segun el ICD-10 = 4,4% (114/2612) (Bonduelle et al., 2002).

Esta incidencia se utilizd para calcular el intervalo de confianza previsto
para toda la cohorte de nifios nacidos mediante ICSI-PTX. Se estimé un
tamafo muestral de 100 recién nacidos para demostrar una frecuencia dos
veces mas alta en malformaciones neonatales (proporciéon de anomalias ICD-
10) en el grupo de ICSI-PTX, en comparacion con los datos publicados
anteriormente por Bonduelle et al., 2002 (errores tipo | y Il en 0,05 y 0,20,

respectivamente).

Las variables categodricas se presentan como frecuencia absoluta y
relativa,y se calcul6 el intervalo de confianza del 95% de la frecuencia relativa.
Se compararon mediante el test exacto de Fisher. Las variables cuantitativas

se describen mediante media y DS, y se compararon mediante t de Student.
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Resultados

1. Efecto de la monoterapia con Darunavir/Ritonavir sobre la

calidad y carga viral seminal

1.1. Seleccidon de pacientes

De los 31 pacientes seleccionados inicialmente, se excluyeron 3 (uno
rechazé firmar el consentimiento y dos no pudieron recoger la muestra de
semen). De los 28 pacientes restantes, 4 no alcanzaron la fase de monoterapia
(por criterio del médico que lo atendia), aunque si proporcionaron muestras de
semen en la fase basal del estudio (VO). Otros 3 pacientes, no recogieron
muestras de semen tras 48 semanas de tratamiento con monoterapia (V1). Por
tanto, 21 pacientes completaron el seguimiento tras las 48 semanas de

tratamiento con monoterapia (Figura 24).

FIGURA 24: Diagrama de flujo de los pacientes participantes en el estudio de

monoterapia con DRV/r sobre calidad seminal y carga viral seminal.

Numero inicial de pacientes que cumplian criterios de inclusion = 31

l 1 excluido por rechazar firmar el C.I.

Pacientes incluidos en el estudio = 30

2 excluidos por no poder proporcionar una
muestra de semen en VO

‘ Pacientes que recibieron triterapia y proporcionaron muestras de semen en VO = 28 ‘

l 4 excluidos de monoterapia (asesorados
por el médico que los atendian)

Pacientes en tratamiento con monoterapia = 24

3 excluidos por no poder proporcionar una
muestra de semen tras 48 semanas (V1)

Numero final de pacientes incluidos en el estudio que recogieron muestra de semen en ‘
VOyVv1=21
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1.2. Caracteristicas sociodemograficas, clinicas y de laboratorio

De los 28 pacientes que recogieron muestra de semen en VO, incluidos
en el estudio, la media de edad fue de 41 + 9,3 afos, la prevalencia de
consumo de alcohol y tabaco fue del 61,9% y 66,7%, respectivamente. El 19%
de los pacientes presentaba descendencia. Por otro lado, el valor medio de
CD4"* en VO fue de 659 cél/mm? (rango: 230 — 1242 cél/mm®) y en V1 fue de
641 cél/mm? (rango: 532 — 1198 cél/mm?®). El valor medio de CD4" nadir de su
historia clinica fue de 270 cél/mm?® (rango: 10 — 634 cél/mm?). El tratamiento

con antirretrovirales en la fase basal (VO) se resume en la Tabla 5.

TABLA 5. Esquema de la terapia antiretroviral en VO tanto en pacientes que

proporcionaron muestra en VO (28 pacientes), como los que lo hicieron en V1 (21

pacientes).

Tratamiento Tratamiento
Tipo de tratamiento inicial inicial: inicial:

Pacientes VO Pacientes V1
TNF + FTC + efavirenz 122 10
TNF + FTC + etravirine 1 -
TNF + FTC + raltegravir 2 2
TNF + FTC + DRN/r 3 2
TNF + FTC + atazanavir 1 1
TNF + FTC + nevirapine 1 -
TNF + FTC + atazanavir/r 2 2
ABC + 3TC + atazanavir/r 1 1
ABC + 3TC + DRV/Ir 3 2
ABC + 3TC + Lopinavir/r 2 1
Total 28 21

? Los numeros representan el numero de pacientes para cada tipo de tratamiento inicial antes
de la monoterapia. TNF: tenofovir; FTC: emtricitabina; DRN/r: darunavir/ritonavir; ABC:
abacavir; 3TC: lamivudina.
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1.3. Caracteristicas de parametros seminales

Los datos sobre la calidad del semen de los pacientes en tratamiento
antirretroviral en la fase basal del estudio (VO) y tras 48 semanas de
tratamiento con monoterapia (V1) se resumen en la Tabla 2 y 3. Sélo 16 de las
28 muestras analizadas en VO (57,1%) presentaron valores mas altos que el
limite inferior de los valores de referencia de la OMS 2010. Las alteraciones
observadas con mayor frecuencia fueron oligozoospermia y teratozoospermia.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion
de pacientes con valores seminales superiores al limite inferior de referencia de
la OMS 2010 entre VO y V1. Como muestra la tabla 3 no hubo diferencias
significativas entre los parametros seminales en VO y V1 (Figuras 25-30).

Todos los MarTest realizados, en VO y V1, resultaron negativos.

TABLA 6. Calidad seminal en pacientes que reciben terapia antiretroviral y
monoterapia con DRV/r.

Calidad seminal: ART VO (n=28) V1 (n=21) p
n % n %
Normal 16 (57,1) 13 (61,9) P=0,755
Oligoteratozoospermia 2 (7,1) 2  (9,6)
Oligoastenozoospermia 2 (7,1) 1 (4,8)
Oligoteratoasterozoospermia 3 (10,7) 1 (4,8)
Teratozoospermia 4 (14,3) 1 (4,8)
Astenozoospermia 0 (0) 2  (9,6)
Oligozoospermia 1 (3,6) 1 (4,8)
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TABLA 7. Valores del seminograma de los 21 pacientes que completaron el

estudio.
VO V1 p

®Mediana Rango °Mediana Rango

(Q1-0Q3) (Q1-Q3)
Volumen (mL) 2,3 1,5 - 34 1,9 15 - 34 0,15
pH 7,5 72 - 75 7,5 72 - 77 0,98
Concentracion (x10%/mL) 59 20,5 - 1415 39 14 - 109,5 0,07
Células redondas 3 1 - 8 2 1,2 - 3,8 0,18
gggf;?attgﬁigzs w0ty 154 42 - 3195 132 318 - 2595 0,12
Motilidad progresiva (%) 45 325 - 625 52,5 40 - 65 0,75
Motilidad total (%) 60 42 - 70 60 45 - 709 0,66
Morfologia 5 3 - 6 4 4 - 75 0,39
Vitalidad 88 795 - 905 86,5 80,5 - 90,8 0,18
Indice de 1,3 12 - 14 1,3 12 - 14 0,95

teratozoospermia

@ Media de los valores entre las dos muestras analizadas en VO.
® Media de los valores entre las dos muestras analizadas en V1.
* (Maximo — minimo)
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FIGURA 25: Concentracién de espermatozoides (10°%/mL) en VO y V1 de los 21

pacientes incluidos en el estudio.
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FIGURA 26: Volumen de semen (mL) en VO y V1 de los 21 pacientes incluidos en

el estudio.
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FIGURA 27: Namero total de espermatozoides en el eyaculado en VO y V1 de los

21 pacientes incluidos en el estudio.
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FIGURA 28: Movilidad total de espermatozoides en VO y V1 de los 21 pacientes

incluidos en el estudio.
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FIGURA 29: Morfologia en VO y V1 de los 21 pacientes incluidos en el estudio.
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FIGURA 30: Vitalidad espermatica en VO y V1 de los 21 pacientes incluidos en el

estudio.
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1.4. Deteccion de carga viral en plasma seminal

La determinacion de VIH por PCR en el plasma seminal fue analizada en
las primeras 27 muestras de VO proporcionadas por 28 pacientes (una no fue
procesada debido a la inhibicion de la PCR); cuatro de ellas (15%) fueron
positivas (> 20 copias/mL), con un rango de 35 — 1210 copias/mL. La segunda
determinaciéon de VIH-PCR en plasma seminal de la segunda muestra de
semen en VO se realizé a 22 muestras de 28 pacientes (seis no tuvieron
resultado debido a la inhibicion de la PCR); una de ellas (5%) fue positiva con
399 copias/mL. En total en VO, 5 de las 49 muestras (10%) presentaron carga

viral positiva en el plasma seminal.

En la primera muestra de liquido seminal en V1, sélo 1 de 17 pacientes
(6%) tuvieron una carga viral positiva (139 copias/mL). No se obtuvieron
resultados de 4 pacientes debido a la inhibicion de la PCR. Con respecto a la
segunda muestra de semen aportada en V1, ninguno de los 15 pacientes
analizados presenté carga viral positiva (de los 21 pacientes, no se obtuvieron
resultados de 6, debido a la inhibicion de la PCR). De las 32 muestras
analizadas con resultado en pacientes con monoterapia, solo una (3%) fue
positiva. Este paciente también obtuvo carga viral positiva en V0. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,39) en el
porcentaje de muestras de semen con carga viral positiva en triterapia y
monoterapia (10% frente 3%) (Tabla 4).

TABLA 8. Deteccidon de la carga viral en plasma seminal en la 12 y 22 muestra de
VOy V1.

VO V1
(%) n (%) n
12 Muestra de semen 15%  4/27 6% 117
22 Muestra de semen 5% 1/22 0% 0/15
Total 10%  5/49 3% 1/32

NS
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2. Evaluacion de la calidad embrionaria en parejas con varon

VIH*

Se seleccionaron un total de 15 ciclos de FIV/ICSI en el grupo de

estudio, correspondientes a 11 pacientes. En el grupo control se seleccionaron

15 ciclos, correspondientes a 15 pacientes, con caracteristicas clinicas

similares. La edad media, el IMC y la FSH basal de las mujeres fue similar en

ambos grupos, sin embargo, la edad media de los varones VIH® fue

significativamente mayor, como se puede observar en la Tabla 9.

TABLA 9. Caracteristicas descriptivas de las parejas con varén VIHy VIH".

CONTROL VIH ESTUDIO VIH* '\g‘ff‘i'raegsi;?
(n=15) (n=15) (95% CI)
Media + SD Rango Media * SD Rango

fﬂd?d 334 + 28 28 - 39 342 + 47 27 - 40 -0,8 (-3,69 : 2,09)
ujer
Edad 350 + 44 28 - 47 413 + 36 34 - 49  -63(-931;-329)
Hombre
IMC 241 + 35 182 - 315 249 + 53 19 - 367  -0,8(-4,16,2,56)
FSH basal 67 + 16 31 - 91 58 + 22 28 - 91 0,9 (-0,54 : 2,34)
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2.1. Resultados de estimulacion ovarica e ICSI en parejas VIH y VIH*

En la Tabla 10 estan reflejados los resultados de la estimulacion ovarica
en ambos grupos. El protocolo de estimulacion mas utilizado fue el de Analogo
de la GnRH. No se observaron diferencias en los protocolos utilizados entre
ambos grupos. La dosis total empleada de FSH en el grupo VIH® fue
significativamente inferior, mientras que los dias de estimulacion y el numero

de ovocitos obtenidos, fueron similares en ambos grupos.
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TABLA 10. Resultados de la estimulacién ovarica de parejas VIH y VIH™.

) Medi I
CONTROL VIH ESTUDIO VIH* dff%éggia?
(n=15) (n=15) (95% CI)
Media + SD Rango + SD
Dosis total FSH 2488 + 620 1700 - 3900 + 560 1150 - 3150 495 (53,07 ; 936,93)
Dias de estimulacion 111 = 1,2 10 - 15 + 19 8 - 15 0,6 (-0,59;1,79)
Namero de ovocitos obtenidos 10,1 = 3,6 3 - 15 + 47 3 - 20 1,4 (-1,73 ; 4,53)
Protocolo estimulacién
=  Analogo GnRH 9 (60%) 9 (60%)
= Antagonista GnRH 6 (40%) 6 (40%)

Resultados
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No hubo diferencias en cuanto al numero de ovocitos obtenidos, numero
de ovocitos en metafase Il, numero de embriones disponibles de buena calidad
(segun la clasificacion ASEBIR), ni numero de embriones transferidos en
ambos grupos. Se obtuvo un numero significativamente menor de ovocitos
fecundados en el grupo VIH" (3,2 + 2,1) frente al grupo VIH™ (5,7 + 3,1), asi
como menor nimero de embriones crioconservados en varones VIH" (0,4 + 0,7
vs 2 + 2,1; p<0,05) (Tabla 11).
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TABLA 11. Resultados de laboratorio.

Resultados

CONTROL VIH ESTUDIO VIH* OR Media de las
(n=15) (n=15) (95% CI) diferencias (95% CI)
Media + SD Rango Media + SD Rango

NUmero de ovocitos Mil 86 + 3 3 - 15 65 + 27 3 1M 2,1 (-0,03; 4,23)
Porcentaje de ovocitos Ml 86,8 + 11,6 60 - 100 81,8 + 183 50 100 1,06 (0,70 ; 1,60)
NUumero de ovocitos fecundados 57 + 31 1 - 12 32 + 21 6 2,5(0,55; 4,45)
Porcentaje de ovocitos fecundados 664 + 254 11,1 - 100 51,8 + 271 100 0,54 (0,30; 0,96)
Calidad embrionaria

= %TipoA 284 + 316 21,9 + 30,2 0,71 (0,37 ; 1,34)

* %TipoB 10,5 = 15 195 + 29,8 2,06 (0,92 ; 4,63)

* %TipoC 294 + 19 355 + 226 1,31 (0,72 ; 2,37)

= %TipoD 316 = 253 231 = 299 0,65 (0,34 ; 1,21)
Dia de la transferencia

= D+2 4 (26,7%) 7 (50%)

= D+3 11 (73,3%) 7 (50%)
Tasa de transferencia Unica 4 (26,6%) 2 (14,2%) 0,45 (0,06 ; 3,01)
Numero de embriones transferidos 1,73 + 0,45 1,86 * 0,36 -0,13 (-0,44 ; 0,18)
Numero de embriones crioconservados 2 + 21 o - 7 04 + 0,7 0 2 1,6 (0,42 ;2,78)
Porcentaje de embriones 282 + 281 73 + 136 0,2 (0,08 ; 0,47)

crioconservados
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2.2. Evaluacion embrionaria mediante andlisis de time-lapse.

Parametros morfocinéticos directos e indirectos.

Se analizaron un total de 71 embriones procedentes de varones VIH" y
49 procedentes de varones VIH" mediante tecnologia time-lapse. El analisis
comparativo de las variables morfocinéticas directas (utilizando como t0 el
tiempo medio de la ICSI) e indirectas mostrd unos resultados similares entre los

dos grupos (Tablas 12y 13).
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TABLA 12. Variables morfocinéticas directas.

CONTROL VIH (n=71)

ESTUDIO VIH* (n=49)

Media de las diferencias

(95% Cl)
Media + SD Rango Media + SD Rango
tPB2 43 + 1.8 14 - 113 44 + 18 14 - 101 -0,08 (-0,63; 0,47)
tPNa 98 + 27 52 - 18,1 104 + 45 6,5 - 289 -0,63 (-1,92; 0,66)
tPNf 251 % 4 17,2 - 35,5 26,1 + 4.2 17,3 - 38,6 -0,94 (-2,44 ; 0,56)
it2 272 + 4.1 19,5 - 38,0 284 + 472 216 - 409 -0,86 (-2,40; 0,68)
t2 283 + 4.1 19,9 - 38,1 293 + 44 219 - 418 -1,08 (-2,65 ; 0,49)
t3 38,8 * 52 259 - 50,8 40,7 + 54 29,3 - 53,5 -2,02 (-4,05; 0,01)
t4 41,8 = 57 311 - 557 436 * 64 311 - 60,9 -1,83 (-4,16 ; 0,50)
tb 51,3 £+ 79 344 - 643 521 % 6,8 39,9 - 653 -0,8 (-4,08 ; 2,48)
t6 555 + 6,1 40,9 - 68,1 581 = 71 469 - 71,5 -2,64 (-5,69; 0,41)
t7 57,3 * 65 415 - 68,5 56,8 * 53 479 - 64,2 0,48 (-3,15; 4,11)
t8 60,6 =+ 6,1 471 - 68,2 60,7 + 3,7 56,2 - 65,7 -0,2 (-4,31; 3,91)
NS

Resultados
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TABLA 13. Variables morfocinéticas indirectas.

140

CONTROL VIH (n=71)

ESTUDIO VIH* (n=49) Media de las diferencias

(95% Cl)
Media + SD Rango Media + SD Rango

VP 154 + 44 53 - 26 15,6 = 4,2 78 - 243 -0,22 (-1,80; 1,36)
ECC1 239 * 4.1 174 - 36,4 249 £ 472 16,6 - 33,9 -1 (-2,53; 0,53)

ECC2 13,9 + 48 1,8 - 284 14,2 + 48 24 - 32,8 -0,39 (-2,25; 1,47)
ECC2a 10,2 = 4,6 0,3 - 199 11,2 + 3,6 0,7 - 199 -0,98 (-2,61; 0,65)
ECC2b 13,9 + 4.8 1,8 - 284 14,2 + 48 24 - 32,8 -0,39 (-2,25; 1,47)
ECC3 224 + 6,3 134 - 356 204 + 43 16,1 - 28,5 2,04 (-2,28 ; 6,36)
ECC3a 10,1 = 61 03 - 212 92 + 59 0,3 - 16,7 0,92 (-1,71; 3,55)
ECC3b 144 + 44 31 - 211 15 + 3,6 53 - 211 -0,62 (-2,57 ; 1,33)
ECC3c 17,2 + 49 9,7 - 30,3 17,3 + 3,6 12,2 - 23,6 -0,02 (-2,69 ; 2,65)
ECC3d 224 + 6,3 134 - 356 204 + 43 16,1 - 285 2,04 (-2,28 ; 6,36)
S2 41 + 59 0,3 - 359 31 + 41 0,1 - 18,8 1,07 (-0,97 ; 3,11)
S3 13,7 8,3 2,3 27,8 8,9 7,3 1,5 20,4 4,83 (-1,19; 10,85)

NS
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FIGURA 31: Grafico de las variables morfocinéticas directas.
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FIGURA 32: Grafico de las variables morfocinéticas indirectas.
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También se analizd la cinética del desarrollo embrionario considerando

t0 como la desaparicion de los PN. Ninguno de los parametros considerados

mostro diferencias significativas en ambos grupos como se aprecia en la Tabla

14.

TABLA 14. Cinética del desarrollo embrionario a partir de tO considerando este

como la desaparicion de PN.

CONTROL VIH ESTUDIO VIH* '\g?fd'a de las

(n=71) (n=49) iferencias

(95% Cl)

Media + SD Rango Media * SD Rango
t24 31 £ 23 07 - 204 33 + 12 16 - 72 -0,20 (-0,92 ; 0,52)
t3q 133 + 45 33 - 227 144 + 36 38 - 227  -1,13(2,73,0,47)
t4q 16,9 + 48 49 - 313 174 + 46 6 - 36 -0,52 (2,36 ; 1,32)
54 263 = 71 86 - 376 258 + 6 15,8 - 33,6 0,45 (-2,48 ; 3,38)
164 303 + 55 145 - 38 31,7 + 32 269 - 374 1,4 (-3,71;0,91)
t74 325 + 58 151 - 414 332 + 38 284 - 40 -0,62 (-3,73 ; 2,49)
184 36,8 + 65 241 - 467 363 + 41 314 - 424 0,49 (-3,90 ; 4,88)
NS
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2.3. Resultados de la gestacion en parejas con varén VIH y VIH*

No se observaron diferencias significativas en cuanto a las tasas de

implantacion, gestacion clinica y tasa de aborto en ambos grupos. (Tabla 15).

TABLA 15. Resultados de la gestacion en parejas con varon VIH y VIH" tras

transferencia embrionaria en fresco.

) Odd Ratio
+
CONTROL VIH ESTUDIO VIH (95% CI)
n % n %

Tasa de implantacion 11 423 (1126) 12 461 (12/26) 0,85 (0,28 ; 2,55)
Tasa de gestacion 9 60  (9/15) 8 533 (8115) 0,76 (0,17 ; 3,24)
clinica por puncion

Tasa de aborto 3 333 39 3 375 (38  120(0,16;8,79)
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2.4. Resultados de la técnica de vitrificaciobn embrionaria en

embriones procedentes de varones VIH y VIH*

A pesar del reducido numero de embriones desvitrificados se muestran

los resultados obtenidos de supervivencia, implantacion y gestacion.

El porcentaje de supervivencia, fue del 86,6% (13/30) en el grupo
control, mientras que en el grupo de estudio fue del 66,7% (2/6). Tras 24 horas
de cultivo observamos que la tasa de division embrionaria fue del 61,5% vy

66,7%, respectivamente (Tabla 16).
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TABLA 16. Resultados de vitrificacion, implantacion y gestacion en varones VIH

y VIH" tras criotransferencia embrionaria.

CONTROL VIH ESTUDIO VIH" Odd Ratio
(n=30) (n=6) (95% ClI)
n % n %
o .
’(;I esdveit(rei??E zrildoonseS 15 3
Criotransferencias 9 1
Porcentaje de supervivencia 13 86,6 (13/15) 2 66,7 (2/3) 0,30 (0,01; 5,18)
Embriones divididos 8 615 (8/13) 2 66,7 (2/3) 0,61(0,07;5,27)
Tasa de implantacion 2 222 (2/9) 0 0 (0/0) 0,78 (0,02 ; 25,90)

Tasa de gestacion clinica por
criotransferencia

Tasa de aborto 1 50  (1/2) 0 0  (0/0) 0,60 (0,01;49,45)

2 2272 (2/9) 0 0 (0/0) 0,78 (0,02 ; 25,90)
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2.5. Resultados de gestacién acumulada en varones VIH y VIH*

En cuanto a las tasas de implantacion, gestacion clinica y aborto,
acumulados, los resultados observados indican que fueron similares para

ambos grupos (Tabla 17).

TABLA 17. Resultados de gestacion acumulada en varones VIH y VIH".

CONTROL VIH ESTUDIO VIH* Odd Ratio
(n=15) (n=15) (95% ClI)

n % n %
Tasa de implantacion .
acumulada 13 33,3  (13/39) 12 42,8 (12/28) 1,50 (0,55 ; 4,08)
Tasa de gestacion clinica .
acumulada 11 73,3  (11/15) 8 53,3 (8/15) 0,42 (0,09;1,91)
Tasa de aborto 4 36,6 (4/11) 3 37,5 (3/8) 1,05 (0,16 ; 6,92)
acumulada
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2.6. Resultados obstétricos y neonatales en parejas con varones
VIH y VIH"

En total, tuvieron lugar 7 partos en el grupo control mientras que en el
grupo de estudio se registraron 5 partos. En el grupo de embriones
procedentes de varones VIH", de los 7 partos, se registraron 5 partos unicos
(71,4%) y 2 multiples (28,6%) mientras que en el grupo de embriones
procedentes de varones VIH®, de los 5 partos, se registraron 2 partos Unicos
(40%) y 3 gemelares (60%). No se observaron diferencias significativas entre

los dos grupos en el tipo de parto, como se observa en la Tabla 18.

TABLA 18. Resultados obstétricos en parejas con varén VIH y VIH".

CONTROL VIH ESTUDIO VIH* Odd Ratio
(n=15) (n=15) (95% CI)
n % n %
N° total de recién nacidos 9 8
N° total de partos 7 5
= Unicos 5 71,4 (5/7) 2 40 (2/5) 0,26 (0,02 ; 3,02)
=  Multiples 2 28,6 (2/7) 3 60 (3/5) 3,75 (0,32 ; 42,46)
Tipo de parto
= Vaginal 5 714  (5/7) 3 60 (3/5) 0,60 (0,05 ; 6,79)
= Cesarea 2 286 (217) 2 40  (2/5) 1,66 (0,14 ; 18,87)
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En lo que se refiere a los datos neonatales se observé un menor peso

medio en los recién nacidos del grupo de varones VIH", frente a los del grupo

de varones VIH" (2790 = 339 vs 2914 + 480 gr.) sin alcanzar significacion

estadistica.

No encontramos diferencias significativas en la semana gestacional

media en el momento del parto (Tabla 19).

+

TABLA 19. Resultados neonatales en parejas con varén VIHy VIH",

CONTROL VIH ESTUDIO VIH* '\gief‘l'raegsi;zs
(n=9) (n=8) (95% Cl)
Media * SD Rango Media * SD Rango

Semana 0,62
gestacional 383 + 16 36 - 41 376 + 2.1 3B - 41 (135 2,50)
media 39 2,
Peso medio 141
ol nocor 2031 & 453 2360 - 3690 2790 % 339 2360 - 3300 775" geg
NS
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3. Resultados obstétricos y neonatales en ciclos de ICSI
realizados con pentoxifilina para identificar espermatozoides
viables

De los 139 embarazos clinicos registrados, hubo 104 (77,6%) partos con
al menos un recién nacido. Se registraron 122 recién nacidos vivos con
seguimiento (84 partos unicos y 20 partos gemelares) y se obtuvo seguimiento
neonatal para 84 partos unicos y 20 partos gemelares. El analisis final de los

datos incluyé 134 embarazos clinicos con resultados obstétricos y neonatales
(Figura 33).

FIGURA 33: Diagrama de flujo del estudio.

139 Embarazos clinicos ‘

%{ 5 Pérdidas de seguimiento }

134 Embarazos registrados ‘

28 Abortos espontaneos
2 Abortos terapéuticos

| 104 Partos
RN vivos en seguimiento: ‘ ‘ Mortalidad perinatal:
102 partos ‘ ‘ 2 partos
‘ 82 Unicos ‘ ‘ 20 Gemelares ‘ ‘ 2 Unicos ‘

1 RN Fallecido a los 7 dias del nacimiento
1 RN Fallecido
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Las principales caracteristicas de los ciclos estudiados y de los
resultados obstétricos obtenidos se muestran en la Tabla 20 y Tabla 21,
respectivamente. Los embarazos clinicos se produjeron principalmente con
espermatozoides testiculares en ciclos de transferencia embrionaria en fresco

(84%). Los resultados neonatales estan reflejados en la Tabla 22.

El origen de los espermatozoides en relacion con el embarazo clinico
viene indicado en la Tabla 20. Considerando el origen de los espermatozoides
en cada uno de los partos (n = 104), obtuvimos 91 partos procedentes de
espermatozoides testiculares, 6 de espermatozoides del epididimo y 7 partos

con espermatozoides eyaculados.
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TABLA 20. Caracteristicas clinicas de los ciclos estudiados.

CARACTERISTICAS NUMERO (%) O

MEDIA + SD

N° de pacientes 120
N° de embarazos clinicos 134
Edad 341 £ 44
Suplemento de &acido folico 81 (60%)
Tipo de tratamiento

= Ciclos en fresco 112  (84%)

= Qvocitos desvitrificados 3 (2%)

= Embriones desvitrificados 19 (14%)
Origen espermatozoides

= Testicular 113 (84%)

= Epididimo 9 (7%)

= Eyaculado 12 (9%)
N° de embriones transferidos 1,9 + 0,5

"1 29 (22%)

=2 94 (70%)

=3 11 (8%)
Dia de la transferencia

» Dia 2-3 110 (82%)

*Dia 4 13 (10%)

= Dia 5-6 11 (8%)
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Si se consideran partos unicos y gemelares como un solo grupo, la
proporcion de recién nacidos hombre/mujer fue de 0,85 con una incidencia del
sexo masculino igual al 46% (IC del 95%= 37 — 55%). La media de la edad
gestacional del parto fue de 38*® + 2'® semanas, con diferencias entre los
embarazos Unicos (39%2 + 2*° semanas) y gemelares (36*° + 22 semanas). El
peso medio al nacer fue de 2984 + 669 g, con diferencias significativas (p
<0,001) entre partos unicos (3242 £ 577 g) y gemelares (2434 + 481 g).
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TABLA 21. Resultados obstétricos y neonatales de los partos estudiados.

CARACTERISTICAS

n %
Embarazos clinicos
= Unicos 106 (79,1)
= Gemelares 28 (20,9)
Abortos
= Tasa de aborto espontaneo 28 (20,9)
» Aborto (<12 semanas) 26 (19,4)
» Aborto (12-19 semanas) 2 (1,9
= Aborto terapedutico 2 (1,9
Hipertensién gestacional 4 (3,0
Diabetes gestacional 11 (8,2)
Placenta previa 1 (0,7)
RPM 11 (8,2)
Muerte anteparto 1 (0,75)
Partos de nacidos vivos 103 (76,8)
= Muerte neonatal tardia 1 (1)
Tipo de partos
= Unicos 84 (80,8)
= Gemelares 20 (19,2)

RPM: Rotura prematura de membranas
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TABLA 22. Resultados obstétricos y neonatales de los partos estudiados.

) GESTACIONES GESTACIONES
CARACTERISTICAS UNICAS GEMELARES
(n=84 partos, n=84 RN) (n=20 partos, n=40 RN)

Semana gestacional ™ del parto® 39+ 2% 36" £ 2%
Partos pretérmino (<37 semanas) 10 (12%) 9 (45%)
Peso (gramos) 3242 + 577 2434 + 481
Peso <1500 gramos 2 (2,4%) 2 (5%)
Peso 1500-2500 gramos 3 (3,6%) 18 (45%)
Peso >4500 gramos 0% 0%
Muerte anteparto 1(1,2%) 0%
Muerte neonatal tardia 1(1,2%) 0 (0%)

?Calculado desde el dia de la transferencia embrionaria + 14 dias + edad del embridn.
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3.1. Malformaciones neonatales

En cuanto a la tasa de malformacién por recién nacido vivo, se
registraron 4/122 (3,3%, IC del 95% = 0,9 - 8,2%) segun la tasa de
malformacion de la ICD-10, concretamente, un Q67 y un Q65 que afectan al
sistema musculo-esquelético, un Q14 que afecta al ojo y un Q43 que afecta al
intestino (Tabla 23).

Los cuatro recién nacidos vivos con malformaciones de la ICD-10
nacieron en ciclos de ICSI-PTX con espermatozoides testiculares. Cabe
destacar que tres de estas cuatro malformaciones se registraron en recién
nacidos de embarazos gemelares. Ademas, una mujer presentd una rotura
prematura de las membranas (RPM) tras 24 semanas de gestacion y el recién

nacido murié una semana después del parto sin presentar malformaciones.

TABLA 23. Resultados de malformaciones neonatales en recién nacidos vivos.

i GESTACIONES GESTACIONES
CARACTERISTICAS UNICAS GEMELARES
(n=82 partos, n=82 RN vivos) (n=20 partos, n=40 RN vivos)
Malformaciones ICD-10 (recién nacidos) 1(1%) 3 (8%)
= Anomalia intestinal congénita (Q43.9) 0 (0%) 1 (3%)
*  Plagiocefalia posicional (Q67.3) 0 (0%) 1(3%)
» Displasia de cadera (Q65.89) 0 (0%) 1 (3%)
=  Cambio macular congénito (Q14.1) 1(1%) 0 (0%)
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Basandonos en los datos previamente publicados por Bonduelle et al.
(2002) sobre la prevalencia esperada de malformaciones segun la ICD-10 entre
los nifios nacidos mediante ICSI, el riesgo de obtener una descendencia afecta
entre los pacientes que realizaron ciclos con ICSI seria del 4,4% (IC del 95% =
1,3 — 9,3%) que incluye la tasa del 3,3% observada en nuestro estudio (Tabla
24).

Considerando los partos unicos y gemelares por separado, las tasas de
malformacion observadas fueron de 1,2% (IC 95% = 0 — 6,7%) en partos
unicos y de 7,5% en partos gemelares (IC 95%= 1,6 - 20,4%),

respectivamente.

La tasa total de malformaciones segun la clasificacion de la ICD-10 fue
de 4 (recién nacidos vivos afectados) + 1 (recién nacido muerto afectado) + 2
(abortos terapéuticos) dividido entre 134 (embarazos) = 7/134 = 5,2% (2,3 —
11,3%). El parto del recién nacido muerto afectado tuvo una trisomia del 18 y
los dos abortos terapéuticos fueron afectos por trisomia del 18 y 16,
respectivamente. Todas las malformaciones se observaron en ciclos frescos,

con la excepcién de la Q67.3 que procedia de un embrion crioconservado.

Dado que ninguna de las malformaciones neonatales se observé en
parejas que usaron espermatozoides procedentes del eyaculado y, la unica
muerte neonatal tardia registrada procedia de este grupo, se analizd el
subgrupo de recién nacidos tras ICSI-PTX con espermatozoides testiculares o
de epididimo y se observé una tasa malformacién por recién nacido de 3,5%
segun la ICD-10 y una tasa total de malformaciones del 5,5% en ciclos de

espermatozoides testiculares.
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La muerte perinatal fue comparada en el grupo de Bonduelle et al.
(2002) y en el grupo de estudio (1,7% vs 1,6%) (Tablas 24 y 25).

TABLA 24. Resultados obstétricos y neonatales del grupo de estudio comparado

con el control externo (Bonduelle et al., 2002).

Incidencia prevista segin Incidencia observada en el

CARACTERISTICAS Bonduelle et al., 2002 grupo de estudio (95% IC)

Muerte perinatal 1,7% (0,0-5,2) 1,6% (0,2-6,8)
Prematuros® 31,2%° (23,1-40,2) 23,0% (15,8-21,4)
Tasa de malformacién en 44% (1,3-93) 33% (0,.9-82)

recién nacidos vivos (ICSI)

Tasa total de malformacion o 0
segun la ICD-10 (ICSI) 42% (1,8-10,4) 52% (2,3-11,3)

95% IC: 95% Intervalo de confianza; °referente a embarazos Unicos y gemelares; ° <37
semanas de gestacion
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TABLA 25. Muerte perinatal.

Resultados

CARACTERISTICAS

Muerte perinatal

b . . .

Muerte anteparto
Muerte intraparto
Muerte neonatal precoz (< 7 dias)

Muerte neonatal tardia (7 — 28 dias)

- O O -~ DN

(1,6%)
(0,8%)
(0%)
(0%)
(0,8%)
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Discusion

1. Efecto de la monoterapia con DRV/r sobre la calidad y carga

viral seminal

La estrategia de simplificacion a monoterapia con IP/r, ha sido
relacionado en algunos trabajos, con una mayor frecuencia de blips (episodios
intermitentes de viremia detectable, precedidos y seguidos de viremia
indetectable, sin realizar cambios en el TAR) que en los pacientes en triple
terapia (Lambert-Niclot et al., 2011). Aunque su causas no estan del todo
claras, si es cierto que han generado dudas sobre esta estrategia de
simplificacion. El origen de estos blips no es del todo conocido, pero se postula
que son debidos a la replicacion residual en los reservorios virales, como el
compartimento genital, en los pacientes en monoterapia. En funcion a esta
hipotesis, esta mayor replicacién en reservorios seria debida a una supuesta
pérdida de la potencia supresora de la monoterapia frente a la triterapia, lo que
llevaria al paciente a presentar un mayor riesgo de fracaso virologico (Doyle &
Geretti, 2012).

Por otro lado, el semen es el vector mas comun para la transmision del
VIH, y la CV seminal es un predictor del riesgo de contagio del VIH. Por tanto,
cualquier terapia frente al VIH debe ser efectiva a este nivel, reduciendo los
niveles de ARN-VIH en semen, manteniendo la CVP negativa y disminuyendo

el riesgo de transmision en la poblacion.

Con el objeto de valorar la eficacia de la monoterapia con DRV/r
analizamos la calidad y CV seminal en un grupo de varones VIH® en
tratamiento con triterapia, antes y después de 48 semanas de tratamiento con

monoterapia con DRV/r.

El porcentaje de pacientes en tratamiento con triterapia que tenian CVP
negativa y CV seminal positiva encontrados en nuestro estudio (10%) es similar
al observado por otros autores que oscila entre un 6,4% y un 16% (Gunthard et
al., 2001; Vernazza et al., 2007; Lambert-Niclot et al., 2010; Lambert-Niclot et
al., 2012; Torres-Cornejo et al., 2016). Ademas, las concentraciones de ARN-

VIH halladas en el plasma seminal durante nuestro estudio presentaban
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valores similares (35 — 1210 copias/mL) a las observadas por algunos de estos
autores, Lambert-Niclot et al. (2010) con 270 — 1345 copias/mL y Torres-
Cornejo et al. (2016) con y 31 — 1445 copias/mL.

En nuestro estudio hemos encontrado una alta eficacia de la
monoterapia con DRV/r en el control de la CV seminal, pues unicamente el 3%
de los pacientes han presentado CV seminal positiva tras 48 semanas de
tratamiento. Este 3% corresponde con un unico paciente, el cual obtuvo una
CV seminal de 139 copias/mL y, ademas, presenté CV seminal positiva en VO.
Este resultado coincide con el obtenido en estudios similares (Nunes et al.,
2009; Lambert-Niclot et al., 2010; Santos et al., 2016), los cuales observan un
6,7% y un 4,3%, respectivamente, usando ambos IP/r. Sin embargo, discrepan
de los obtenidos por Swindells et al. (2006) y Ghosn et al. (2008), pues estos
autores no encuentran ningun paciente con CV seminal positiva. Estas
discrepancias pueden deberse principalmente a la técnica de deteccion del
ARN-VIH empleada, ya que los limites de deteccidén descritos por estos autores
son muy superiores (<150 copias/mL y <200 copias/mL, respectivamente) a los
utilizados en nuestro estudio (<20 copias/mL). Por otro lado, existen estudios
con monoterapia usando DRV/r que demuestran también una alta eficacia de la
monoterapia en el control de los niveles de VIH en otros reservorios o
santuarios corporales, como el SNC (Pérez-Valero et al., 2014; Clarke et al.,
2014; Arenas-Pinto et al., 2016) o el tejido linfatico (Vinuesa et al., 2014).

El bajo porcentaje de CV seminal positiva con DRV/r en monoterapia nos
lleva a pensar que es tan segura y eficaz como la triterapia, a pesar de la baja
penetracion de DRV/r en el compartimento genital masculino como indica
Lambert-Niclot et al. (2011). Estos autores demostraron que la fraccién libre de
DRV que se encuentra en el semen es del 7,2% de la observada en plasma
sanguineo (Lambert-Niclot et al., 2010).
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Durante nuestro analisis no registramos ningun fracaso virolégico en
ninguna de las dos etapas del estudio. Segun el estudio de Gutmann et al.
(2010), el unico factor predictor del fracaso virologico en pacientes sometidos a
monoterapia es una concentracién sanguinea <200 cel/mm3 de linfocitos CD4.
Durante ambas fases de nuestro trabajo estos niveles fueron superiores a 200

cel/mm3 en todos los pacientes.

Uno de los factores claves en cualquier estudio sobre terapias en VIH es
el seguimiento de los pacientes. En nuestro trabajo observamos que un 25% de
los pacientes que realizaron el primer estudio seminal, luego no acudi6 a
realizar el segundo tras 48 semanas de tratamiento en monoterapia. Este
porcentaje es parecido al observado en estudios de disefio similar como el
realizado por Santos et al. (2016), el cual encuentra un 30% de tasa de
abandono. No creemos que el inconveniente que supone la recogida de semen
haya influido en esta alta tasa de abandonos, ya que estudios similares al
nuestro, pero sin analisis de semen, también han observado tasas de
abandono cercanas al 30% (Arribas et al., 2005; Ghosn et al., 2010).

Otro factor limitante de los estudios que detectan CV seminal es la
elevada frecuencia de inhibicion de la PCR. En nuestro trabajo hemos
detectado que el porcentaje medio fue del 36%. Cabe destacar que estudios
previos han indicado que en el 20% — 40% de las muestras de semen se inhibe
(Dyer et al., 1996; Coombs et al., 1998), sin poder obtener resultados
cuantitativos de ARN-VIH. Esto es debido a que la sensibilidad de la PCR se ve
reducida por la presencia de inhibidores de RT-PCR en plasma seminal
(Coombs et al.,, 1998; Dunne et al., 2003). Esto dificulta la aparicion de un
ensayo comercial certificado para detectar la CV del VIH en semen (Pasquier et
al.,, 2012). Estas dificultades hacen que se haya comunicado una alta
variabilidad entre laboratorios participantes en programas de control de calidad
externo para la determinacion de virus en semen mediante PCR (Bourlet et al.,
2003). Estos programas son organizados por CREAThE (una red sin animo de
lucro de centros que ofrecen asistencia reproductiva a parejas con VIH) y
ayudan a mejorar la fiabilidad de la determinacion de VIH en semen. Nuestro
centro participa en ellos (Pasquier et al., 2012).
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La estandarizacion de los estudios de calidad seminal es un factor clave
para poder obtener conclusiones validas. Nuestro grupo participd en el
desarrollo de las recomendaciones SEMQUA para el disefio y evaluacion de
estudios de calidad seminal (Sanchez-Pozo et al., 2013) y este trabajo ha

seguido dichas recomendaciones.

Respecto a la calidad seminal, tras descartar anomalias
endocrinolégicas y genitales, solo el 57,1% de los pacientes tratados en VO
superaron el limite inferior de los valores de referencia segun la ultima
actualizacion de la OMS para la calidad del semen (Cooper et al., 2010). Estos
datos confirman la mala calidad espermatica en los pacientes seropositivos
para VIH en tratamiento ARV (Dulioust et al., 2002; Nicopoullos et al., 2004;
Bujan et al., 2007; Pilatz et al., 2014; Kehl et al., 2011; Van Leeuven et al.,
2008b). Las razones de esta baja calidad no estan del todo claras, pero podria
deberse al resultado de la propia infeccién (Van Leeeuwen et al., 2007) o al

dafo atribuido a la triterapia (Lambert-Niclot et al., 2011).

De todos los pacientes que recibieron monoterapia con DRV/r, el
porcentaje de pacientes que presentaron valores seminales superiores al limite
inferior de los valores de referencias segun la OMS fue del 62%. Esta
tendencia a la mejora de la calidad seminal que hemos observado en nuestro
estudio puede ser debido a que los analogos de nucledsidos que reciben los
pacientes bajo tratamiento antirretroviral con triterapia, estan asociados con
una mayor toxicidad mitocondrial (Moyle et al., 2002; Moyle, 2005; Lambert-
Niclot et al., 2011).

En cuanto a los parametros espermaticos de todos los pacientes que
completaron el estudio, no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en ningun parametro seminal, sin embargo, observamos una
tendencia a la disminucion del volumen del eyaculado, de la morfologia
espermatica y de la concentracion de espermatozoides tras el cambio a
monoterapia con DRV/r. En cuanto a este ultimo parametro, al tener en cuenta
el numero total de espermatozoides del eyaculado, observamos una diferencia
menos acentuada. Segun el manual de la OMS, este parametro es el de mayor
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valor clinico durante el estudio de la espermatogénesis (WHO, 2010).
Respecto a la movilidad total no encontramos ninguna diferencia, ya que se
mantuvo constante durante todo el estudio, no obstante, en cuanto a la
movilidad progresiva hubo un ligero aumento tras el cambio a monoterapia con
DRV/r. Esta observacion sugeriria que los cambios observados en la movilidad
progresiva durante la triterapia podrian estar relacionados con el uso de los
ITIAN, ya que durante la primera fase del estudio todos los pacientes tenian
prescrito TNF o ABC. Estos farmacos antirretrovirales se han relacionado con
la afectaciéon de la funciébn mitocondrial a través de la inhibicion de la
replicacion de la polimerasa gamma, causando un agotamiento del ADN
mitocondrial y por tanto, disminuyendo la movilidad progresiva (Pavili et al.,
2010).

Durante nuestro estudio, no encontramos relaciones estadisticamente
significativas entre el tipo de terapia y los niveles de linfocitos CD4 en suero, lo
que coincide con lo observado por otro autores (Swindells et al., 2006; Ghosn
et al., 2008; Marcelin et al., 2008; Sheth et al., 2009; Torres-Cornejo et al.,
2016).

De acuerdo con la revision realizada, no se han encontrado estudios
previos que comparen los cambios producidos en la calidad seminal al cambiar

de triterapia a monoterapia con DRV/r o monoterapia con LPV/r.

En vista de los resultados obtenidos, concluimos que tanto la calidad
seminal como la CV en el semen tienen las mismas caracteristicas en los
pacientes con triterapia que en los que recibieron monoterapia con DRV/r. Los
resultados obtenidos deber ser tenidos en cuenta a la hora de informar
adecuadamente a las parejas con varén VIH® con deseos reproductivos (Molina
et al., 2014). Sin embargo, los hallazgos encontrados deben ser confirmados
con estudios de mayor numero de pacientes y deberia analizarse el efecto de

la monoterapia sobre moléculas y células del sistema inmune a nivel seminal.
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2. Evaluacion de la calidad embrionaria en parejas con varon
VIH?

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

reproduccion natural, las técnicas de reproduccion asistida.

Algunos autores han descrito tasas de implantacion, embarazo clinico y
recién nacido mas bajos en parejas con varon VIH', sugiriendo que esto se
debia a la mala calidad embrionaria ocasionada por el tratamiento antirretroviral
o por la propia infeccién de VIH (Dulioust et al., 2002; Nicopoullos et al., 2004;
Lambert-Niclot et al., 2011; Molina et al., 2014). Por ello, nos hemos propuesto
profundizar en la relacién de la infeccion VIH en varones sobre la calidad de
embriones obtenidos en programas de FIV/ICSI, utilizando para ello sistemas

de tecnologia time-lapse.

Muchos centros de reproduccion asistida, que atienden a los deseos
reproductivos de parejas con vardn VIH®, realizan ICSI a todas las parejas en
lugar de IAC, basandose en la mayor tasa de éxito y por tanto menor
exposicidn a posibles espermatozoides contaminados, y en la teoria de que la
ICSI requiere unicamente el contacto in vitro de un solo espermatozoide y
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; Cleary-Goldman et al., 2003). Otros autores consideran que
esta teoria no ha sido probada y que esto podria suponer la introduccion de
particulas virales directamente en el ovocito sin saber 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 la IAC (Fernandez-Shaw et al., 2010). A pesar de que el

meta-analisis realizado por Zafer et al. (2016) no encuentra ninguna
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seroconversion tras IAC con semen lavado, 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 en la suspension de
espermatozoides el mismo dia del lavado seminal. Esto nos obliga a congelar
la suspension de espermatozoides lavados, y por tanto no nos permite tener el
numero suficiente de espermatozoides moviles para realizar IA. Por otro lado, y
debido al uso de la tecnologia time-lapse, la realizacion de la ICSI ha sido
necesaria para poder registrar todos los parametros morfocinéticos del

desarrollo embrionario.

Nuestros resultados en gestacion clinica para parejas con varon VIH*
son similares a los descritos por otros autores (Semprini et al., 2002; Pefia et
al., 2003; Sauer et al., 2009; Zamora et al., 2016), pero superiores a los
reportados por otros (Manigart et al., 2006; Prisant et al., 2010). Nuestra tasa
de gestacion multiple en estas parejas es alta (60%), siendo proxima a la
descrita por Pefia et al. (2003), Sauer et al. (2009) y Zamora et al. (2016), los
cuales obtienen un 57,1%, 41% y 45% respectivamente. Por ello, creemos que
deberia tenderse a la implantacion de una politica de transferencia de embrién
Unico en parejas con varon VIH®, ya 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. Esta
estrategia coincide con lo recomendado por las guias de reproduccién asistida

en parejas serodiscordantes (Jindal et al., 2016).

Aunque la tasa de cesarea fue mayor en el grupo de parejas con varon
VIH" (40%), estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Ademas fue inferior a la descrita por otros autores para este tipo de parejas
(Cleary-Goldman et al., 2003; Pefia et al., 2003; Sauer et al., 2009).

En cuanto a la edad gestacional media y el peso medio al nacer de

recién nacidos en parejas cuyo varén es VIH' los datos obtenidos fueron

ligeramente menores que el grupo control de varones VIH, aunque no
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significativos. Sauer et al (2009) y Molina et al. (2014) realizaron estudios de

disefo similar al nuestro y encontraron datos semejantes.

Respecto a las variables de laboratorio estudiadas, la tasa de
fecundaciéon en parejas con varon VIH' fue significativamente menor (51,8%)
que en varones VIH", al igual que han observado otros autores (Manigart et al.,
2006; Kashima et al., 2009). Esto puede ser debido a la propia calidad del
semen, ya que puede estar afectada por la propia infeccion del VIH (Dondero et
al., 1996; Dulioust et al., 2002), el tratamiento antirretroviral utilizado (Dulioust
et al., 2002; Garrido et al., 2005), o por el mismo proceso de lavado de semen
(Oliva and Pons, 2004).

En cuanto al nUmero de embriones crioconservados, existen diferencias
significativas entre ambos grupos de estudio. Incluso obteniendo proporciones
similares en cuanto a calidad embrionaria, las parejas cuyo varon es VIH"
tuvieron menor numero de embriones crioconservados. Esto puede ser debido
principalmente a la menor cantidad de ovocitos fecundados en el grupo de
varones VIH®, por lo que al obtenerse un numero menor de ovocitos
fecundados, menor es el numero de embriones disponibles para poder
crioconservar. Estas diferencias impactaran negativamente en la tasa de

gestacion acumulada por ciclo de las parejas con varon VIH.

Referente a la calidad embrionaria, sélo hay una publicacién, basada en
criterios morfolégicos estaticos, que la estudia en parejas con varon
seropositivo para VIH (Melo et al., 2008) y al igual que nosotros no observaron
afectacion de la calidad embrionaria en estos pacientes cuando la TE se realiza
en D+3. Nuestro estudio, basado en la tecnologia time-lapse coincide con este

trabajo.

Durante nuestro estudio hemos comprobado que no existen diferencias
significativas entre todas las variables morfocinéticas directas estudiadas en
ambos grupos, ya sea considerando t0 como el tiempo medio de la realizacién
de la ICSI o desde la desaparicion de los PN, como recomienda Ahlstrom et al.
(2016). Segun Aguilar et al. (2014) la extrusion del 2°CP (tPB2) disminuye la
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capacidad de implantacién cuando se produce entre 1 — 3,2 horas. Nosotros
hemos podido comprobar que en el grupo de varones seronegativos para el
VIH este tiempo ha sido de 4,3 horas, mientras que en el grupo de varones
seropositivos para el VIH ha sido de 4,4 horas. Azzarello et al. (2012) indica en
su estudio que la desaparicion de los PN (tPNf) ocurrié entre las 23,4 — 26,1
horas en los embriones con buen prondstico, tiempo muy similar al encontrado
en nuestro estudio (25,1 horas para varones VIH’; 26,1 horas para varones
VIHY).

En relacion a la variable t3, Basile et al. (2015) encuentran que los
embriones que dividen a 3 células entre las 34 — 40 horas presentan mejores
resultados, intervalo de tiempo en el que se encuentran los tiempos de los
embriones de ambos grupos de nuestro estudio. El tiempo de division t5 se ha
postulado como un parametro cinético fundamental para predecir implantacion
(Meseguer et al., 2011; Cruz et al., 2012; Basile et al., 2015), con un rango
situado entre 45 — 55 horas. En los embriones analizados durante nuestro
estudio, no encontramos diferencias significativas entre los varones VIH y VIH"
en cuanto a esta variable morfocinética directa, obteniendo tiempos dentro del
rango definido por Basile et al. (2015). La variable t8 se ha definido en un
intervalo de tiempo de 58,3 — 59,9 horas (Cruz et al., 2013); rango muy similar

al obtenido en los embriones analizados en nuestro estudio.

En relacion a las variables morfocinéticas indirectas, las de mayor valor
predictivo correlacionadas positivamente con la formacion de blastocisto son la
duracién del segundo ciclo celular, es decir, el periodo de tiempo en el que
observamos un embrién de 2 células (ECC2 <12 horas) y la sincronia en la
transicion desde un embridn de 3 células a un embrién de 4 células (s2 <0,76
horas) (Cruz et al., 2012; Kirkegaard et al., 2013; Milewski et al., 2015; Wong et
al., 2010). Los embriones que cumplen estos tiempos de division tienen al
menos un 10% mas de probabilidades de implantar que aquellos embriones
cuya cinética de desarrollo esta fuera de rango (Cruz et al., 2012). Los tiempos
medios obtenidos en nuestro estudio son inferiores a los comentados para

ECC2y s2, tanto para varones VIH como VIH".
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Melo et al. (2008) observé que los embriones procedentes de varon VIH*
que se cultivaban hasta dia 5 6 6 presentaban un aumento significativo en el
bloqueo embrionario. Durante nuestro estudio, las TE se realizaron en D+2,
D+3 o D+4, pero nunca en estadio de blastocisto, lo que nos impidié verificar

este punto.

No parece que el aumento de edad de los varones VIH® de nuestro
estudio haya repercutido en los parametros de calidad embrionaria analizados.
Algunos autores si han observado un efecto negativo de ésta sobre el embridn.
No obstante, este efecto se ha puesto de relieve en el cultivo a blastocisto por

lo que de existir, no lo habriamos podido detectar (Rosario et al., 2016).

Por todo lo expuesto anteriormente en cuanto a la comparacion de las
variables morfocinéticas directas e indirectas no hemos encontrado diferencias
entre ambos grupos, lo que sugiere que la infeccion por VIH no afecta al

desarrollo embrionario hasta D+3.

3. Resultados obstétricos y neonatales en ciclos de ICSI

realizados con PTX para identificar espermatozoides viables.

La consideracion mas importante en todos los procedimientos
relacionados con las TRA es la seguridad de los pacientes, tanto de las
mujeres sometidas a este tipo de técnicas como de su descendencia. Nuestro
estudio es el primero que aborda los resultados obstétricos y neonatales de los
recién nacidos tras ICSI utilizando espermatozoides tratados con PTX. Esta
actua a nivel de la via del AMP ciclico para estimular la motilidad espermatica
mediante la fosforilacion de proteinas presentes en el flagelo de los
espermatozoides, siendo usada ampliamente cuando no existe motilidad, como
en el caso de los espermatozoides testiculares. Sin embargo, existe
controversia sobre su posible potencial embriotoxico (Rubino et al., 2016).
Estudios sobre fecundacion y desarrollo embrionario temprano en ratones han
mostrado efectos deletéreos en incubaciones prolongadas con PTX (Tournaye
et al., 1995). Por otro lado estudios experimentales en células de mamiferos

demuestran que las células tratadas durante un corto periodo manifiestan una
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resistencia relativamente alta a la toxicidad de la PTX, lo que sugiere que no
tendria efectos citotoxicos o genotoxicos (McKinney et al., 1994). A pesar de su
frecuente uso en TRA, hasta la fecha, no se han descrito resultados obstétricos
y neonatales de las gestaciones conseguidas tras el uso de PTX en humanos.

Por lo que en este trabajo nos propusimos este objetivo.

Nuestros resultados demuestran que la edad gestacional, tanto para los
embarazos unicos como para los gemelares tras la ICSI-PTX, es similar a la
observada en otras cohortes de recién nacidos tras TRA, tanto en Italia y como
en Espana (Levi Setti et al., 2016; Ricciarelli et al., 2013). Del mismo modo, las
tasas de aborto precoz y tardio, y el peso medio al nacer son semejantes a las
descritas en la literatura para recién nacidos tras ICSI sin PTX (Farquhar et al.,
2015; Qin et al., 2016).

Hemos observado en los recién nacidos vivos tras ICSI-PTX una
proporcion hombre/mujer o sex ratio de 0,85. Aunque el tamafio de la muestra
de nuestro estudio no ha sido el adecuado para detectar posibles
modificaciones en la proporcién de sexos con el uso de la PTX, cabe destacar
que el descenso en la sex ratio observada coincide con el encontrado cuando
se realiza ICSI en comparacion con otras TRA como la FIV (Fedder et al.,
2013; Maalouf et al., 2014; Setti et al., 2012). Esto podria deberse a que los
embriones femeninos y masculinos responden de forma diferente a las
condiciones del cultivo in vitro. Los embriones femeninos, debido al segundo
cromosoma X, tendrian una mayor absorcidn de glucosa y desintoxicacion de
radicales libres que los embriones que portan el cromosoma Y (Maalouf et al.,
2014). No obstante esta explicacién afectaria tanto a embriones obtenidos por
FIV como por ICSI. Otra posibilidad para explicar esta disminucion, seria el
elevado porcentaje de espermatozoides testiculares utilizado en nuestro
estudio (87,5%) ya que se ha descrito que cuando los espermatozoides
proceden del testiculo se obtiene una mayor proporcién de nifias (Arikawa et
al., 2016). Segun estos autores, la meiosis en varones con microdelecciones
del cromosoma Y tenderia a proporcionar espermatozoides viables X, siendo la
proporcion de espermatozoides portadores del cromosoma Y menor. Como en
el 4 — 15% de las azoospermias secretoras se encuentran implicadas
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microdelecciones del cromosoma Y, al utilizar espermatozoides testiculares de
estos pacientes cabria esperar mas embriones euploides XX (Arikawa et al.,
2016).

Por ultimo, Setti et al. (2012) observaron una significativa incidencia de
embriones euploides XX en comparacién con embriones XY, al realizar ICSI
por lo que sugirieron que los espermatozoides morfologicamente normales
tienden a portar el cromosoma X en este tipo de varones, no pudiéndose
excluir que la menor sex ratio observada en recién nacidos tras ICSI se deba
un sesgo en la seleccion de espermatozoides portadores de cromosomas X,

que resultarian mas “normales” a ojos del embridlogo.

En nuestro estudio encontramos una incidencia del 12% de partos
prematuros en gestaciones unicas, muy similar al 8,3% descrita para recién
nacidos de gestaciones unicas procedentes de TRA (Ricciarelli et al., 2013). En
los partos multiples, el 45% se produjo de forma prematura, lo cual coincide
con la tasa del 42-68% encontrada en partos multiples procedentes de TRA en

diferentes paises europeos (Ricciarelli et al., 2013; Bensdorp et al., 2016).

En cuanto al porcentaje observado de muerte perinatal en gestaciones
tras ICSI-PTX (1,6%), es similar al encontrado tras TRA sin PTX que oscila
entre 0 — 4,9% (Bonduelle et al., 2002; Koudstaal et al, 2000; Ricciarelli et al.
2013; Fedder et al. (2013). Respecto a la tasa de muerte perinatal, Fedder et
al. (2013) comunicaron que este porcentaje es algo mas alto en gestaciones de
TRA en comparacion con las gestaciones espontaneas, aunque sin alcanzar la
significacién estadistica. Este mayor riesgo de muerte neonatal e infantil
temprana cuando las parejas se someten a TRA, podria explicarse por el
aumento de la incidencia de partos prematuros en TRA, dado que la edad
gestacional es un factor de riesgo crucial para la muerte perinatal (Henningsen
et al. 2014).
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El riesgo de anomalias congénitas tras TRA sigue siendo aun un tema
muy controvertido y debatido. Varios estudios han mostrado un mayor riesgo
de anomalias congénitas en recién nacidos mediante TRA (Chen et al., 2014;
El-Chaar et al., 2009; Tararbit et al., 2011), mientras que otros sugieren que no
existe riesgo alguno (Sutcliffe et al., 2003; Place and Englert, 2003). EI mayor
meta-analisis realizado hasta la fecha sobre ICSI y malformaciones congénitas
recopilé datos de 1959 recién nacidos de ICSI, informando de una tasa de
malformaciones de un 7,2% (Lacamara et al., 2017). Durante nuestro estudio
no utilizamos este porcentaje para la comparacion, pues como los mismos
autores comentan, la gran heterogeneidad entre los estudios incluidos
cuestiona la validez de las conclusiones del meta-analisis. Por esto preferimos
utilizar como grupo control los resultados de un estudio con una cohorte
homogénea que permitiera obtener conclusiones validas. Este elevado
porcentaje de malformaciones congénitas observado en el meta-analisis de
Lacamara et al. (2017) se asociaria a factores relacionados con la infertilidad
que pueden incrementar el riesgo de las mismas, que incluyen la patologia
subyacente de los propios pacientes infértiles y los factores relacionados con
los procedimientos de la ICSI per se, como la composiciéon de los medios de

cultivo y la fecundacion tardia de los ovocitos.

La tasa total de malformaciones congénitas observada tras ICSI-PTX
(5,2%) es similar a la informada por Sutcliffe et al. (2003), Bonduelle et al.
(2004), Bonduelle et al. (2005), Kallén et al. (2005), Klemetti et al. (2005),
Knoester et al. (2008), Halliday et al. (2010) y Farhangniya et al. (2013).
Durante nuestro estudio, obtuvimos una tasa de malformaciones congénitas en
recién nacido de un 3,3%, similar a la obtenida por Bonduelle et al. (2002) que
obtuvo un 4,4%. La tasa de malformaciones congénitas obtenida en el grupo de
embarazos unicos (1,2%) fue muy similar a la obtenida por Ombelet et al.
(2005) y Farhi et al. (2013), los cuales obtienen un 2,1% y 2,5%,
respectivamente. Estos resultados sugieren que el uso de la PTX durante la
ICSI no es téxico. Esta inocuidad se deberia a que durante nuestro estudio, los
ovocitos nunca estuvieron expuestos a la PTX. Los espermatozoides
seleccionados fueron aislados y lavados en un medio que contiene PVP sin
PTX antes de la ICSI.
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La frecuencia de malformaciones congénitas en embarazos multiples fue
mayor que en los embarazos unicos, aunque sin alcanzar la significacion
estadistica. La literatura que evalua las posibles diferencias de las
malformaciones entre embarazos multiples y unicos es controvertida. Qin et al.
(2016) realizd un meta-analisis y mostré que existe un mayor riesgo de
malformaciones congénitas en gemelos DZT nacidos tras TRA respecto a los
DZT de gestaciones espontaneas, mientras que Bensdorp et al. (2016) no
encuentra diferencia alguna. Estas discrepancias pueden deberse a los
diferentes criterios de definicion de las malformaciones congénitas (Lacamara
et al., 2017). Asi, los hallazgos observados pueden ser diferentes segun las
malformaciones congénitas que se consideren, ya que pueden ser mayores O
menores y pueden conducir a una estimacion de riesgo menos precisa cuando

se combinan ambas (Lacamara et al., 2017).

Por otro lado, existen varios autores que asocian alteraciones
epigenéticas con las TRA, especialmente cuando la técnica usada es la ICSI
(Cox et al., 2002; DeBaun et al., 2003; Gicquel et al., 2003; Moll et al., 2003).
Estos sindromes incluyen el de Beckwith Wiedemann, sindrome de Angelman y
retinoblastomas. Tras el uso de ICSI-PTX no se han encontrado trastornos

epigenéticos.

Hemos encontrado una serie de limitaciones en nuestro estudio. En
primer lugar, la falta de un adecuado grupo de control, ya que los resultados se
han comparado con datos historicos publicados anteriormente sobre una gran
cohorte de recién nacidos tras ICSI entre 1983 y 1999 en Bélgica (Bonduelle et
al., 2002), por lo que no puede considerarse estrictamente un grupo control
ideal para nuestro estudio. ElI grupo control ideal para el estudio de las
malformaciones congénitas tras TRA deberia ser un grupo de parejas infértiles
que logran concebir de forma natural, sin ningun tratamiento de infertilidad
(Retzloff and Hornstein, 2003; Rimm et al., 2004). Pero en la practica este
grupo es muy dificil de encontrar por su propia definicion. También hubiera sido
interesante, dado que la mayoria de los recién nacidos del estudio derivaron de
ciclos de ICSI-PTX con espermatozoides testiculares, un grupo control
mediante ICSI sin PTX con espermatozoides testiculares. Desafortunadamente,
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no encontramos tal grupo control en la literatura. Otra opcidén interesante
hubiese sido comparar nuestros resultados con los de ciclos de FIV-PTX, sin
embargo, este procedimiento se realiza muy poco, pues el uso de la PTX en
una FIV convencional no ha resultado muy satisfactorio (Dimitriadou et al.,
1995, Tournaye et al., 1994). Por todo lo anterior, realizamos la comparacion

con los recién nacidos mediante ICSI.

Otra limitacion seria el método de deteccién de las malformaciones. Los
recién nacidos considerados para el estudio realizado por Bonduelle et al.
(2002) se sometieron a un examen fisico ad hoc durante el estudio de
seguimiento clinico, mientras que los datos de nuestro estudio han sido
obtenidos de los padres, no de informes médicos. Por esta razon, la tasa de
malformaciones congénitas obtenida puede ser subestimada, siendo la tasa
real mayor de lo que indican los resultados. Unicamente recopilamos la
informacion neonatal y no el seguimiento de la mayoria de los recién nacidos.
Sin embargo, dos tercios de las malformaciones mayores fueron detectadas
durante los primeros siete dias de vida, por lo que podemos suponer que los
resultados en cuanto a las malformaciones congénitas no estan lejos de la

realidad.

Otra limitacidon de nuestro estudio seria que el tamafno muestral no es
suficiente para poder estimar el posible efecto de factores de confusién como la
edad de los padres, origen de los espermatozoides, uso de ovocitos/embriones
vitrificados, paridad, habito de fumar, IMC y causa de esterilidad. Respecto a
este ultimo factor, cabe destacar que la causa de la esterilidad masculina
severa también se considera como posible factor de confusion al estudiar las
malformaciones congénitas en los recién nacidos, particularmente Ila
criptorquidia e hipospadias (Asklund et al., 2007; Fedder et al., 2013;
Skakkebzk et al., 2001). Sin embargo, dado que no se observa un aumento en
el riesgo de malformaciones, no parece necesario un analisis especifico de

estos factores de confusion.
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En consideracion a lo comentado anteriormente, consideramos como
punto fuerte de nuestro estudio, el método de calculo de la tasa de
malformaciones congénitas, ya que como sugirio Bertelsmann et al. (2008)
hemos considerado no solo las encontradas en recién nacidos, sino también en
mortinatos y abortos inducidos, como recomienda EUROCAT. Otros puntos
fuertes de nuestro estudio son la novedad de éste, el caracter multicéntrico e
internacional, y el tamafno muestral, que segun se estimo, es capaz de detectar
aumentos estadisticamente significativos para las malformaciones neonatales

en una cohorte de recién nacidos mediante TRA.
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Conclusiones

1. La monoterapia con DRV/r frente al VIH es una opcion terapéutica segura,

manteniendo la CV plasmatica y seminal, similares a la triterapia.

2. La monoterapia con DRV/r no afecta a la calidad seminal en pacientes con

VIH" que han recibido tratamiento con triterapia.

3. La infeccion en varones VIH® en tratamiento con triterapia no afecta a la

cinética del desarrollo ni a la calidad de los embriones obtenidos por ICSI.

4. En parejas con vardon VIH® sometidas a ICSI se recomienda realizar

transferencia de embrién Unico.

5. El uso de la PTX en ciclos de ICSI para inducir la movilidad espermatica en

casos de astenozoospermia absoluta o extrema, no parece ser perjudicial.
6. Creemos necesario ampliar el nimero de recién nacidos tras ICSI-PTX

estudiados, asi como el periodo de seguimiento de éstos, para poder obtener

conclusiones definitivas sobre la seguridad de su uso.
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