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Introduccion

Uno de los aspectos sanitarios en el que los hom-
bres seropositivos han sido y siguen siendo discri-
minados es en su derecho a tener hijos. Las razo-
nes esgrimidas para negar las técnicas de repro-
duccion asistida a estas parejas son en sintesis dos:
riesgo de que el nifio quede huérfano y de contagiar
a la mujer y, por ende, al hijo. Pero el periodo de
sobrevivencia, es decir, el tiempo entre la aparicion
de sintomas de SIDA y la muerte, se ha alargado
debido al mejor control de las infecciones oportu-
nistas y a la mayor eficacia de la terapia
antirretroviral. Actualmente no se puede afirmar que
toda persona infectada de VIH-1 morira de SIDA. Y
el contagio de hombre infectado a mujer
seronegativa se puede reducir mediante técnicas de
lavados de semen y reproduccion asistida. La via de
contagio que nos interesa en este trabajo es la he-
terosexual y, mas concretamente, el coito vaginal
no protegido. Es el método natural de conseguir el
embarazo, pero que conlleva el riesgo de transmitir
el VIH-1 a la mujer. La profilaxis de esta via de
transmision viral consiste en la abstinencia sexual o
el uso de condon. Conseguir la gestaciéon por via
natural y no correr ningun riesgo de transmitir al
mismo tiempo el virus no es posible.

Otro aspecto importante a resaltar es que no toda
pareja serodiscordante al VIH-1 es fértil. Algunas
asumen el riesgo de contagiar a la mujer por tener el
hijo deseado sin saber que son estériles. El resultado
es que la mujer se contagia del VIH-1 y no queda
gestante. La repeticion de coitos no protegidos
incrementa el riesgo de transmision viral (Osmond,
1999). Presentamos nuestra experiencia en repro-
duccion asistida (RA) aplicada a parejas
serodiscordantes (hombre seropositivo), tanto férti-
les como estériles.

Material y método

Protocolos

El primer protocolo de estudio e investigacion clini-
ca aprobado por el Comité Etico incluia los siguien-
tes puntos principales:

a. solo se podia efectuar inseminacion artificial (1A),
no fecundacién in vitro (FIV), en parejas serodis-
cordantes (hombre seropositivo) al VIH-1.

b. el hombre debia ser portador del VIH-1 pero no
paciente afecto de SIDA. Debia estar incluido,
por lo tanto, en los grupos A, A,, B, 0 B, de la
clasificacién del CDC de Atlanta (Castro, et al.
1992). Si el hombre estaba afecto de SIDA, no
solo infectado del VIH-1, es decir si se incluia
(por la clinica y la cifra de linfocitos T CD4+) en
los grupos A, B, C,, C, 0 C,, no podia ser acep-
tado para efectuar IA.

c¢. la mujer debia ser no solo seronegativa, sino con
determinacion del VIH-1 con PCR, reciente y ne-
gativa. El objetivo era descartar a mujeres
seronegativas pero recién infectadas que estuvie-
sen en el periodo ventana del proceso infeccioso.

d. en los espermatozoides moviles obtenidos des-
pués de los lavados habia que determinar con
técnica de PCR si, a pesar de los lavados, habia
virus, como virién (RNA) o como provirus (DNA).
El objetivo del lavado de semen era eliminar el
plasma seminal que contiene viriones (RNA) y
las células infectadas del virus, linfocitos T y
macrofagos que tienen en su genoma el DNA
viral (provirus). Si el resultado del PCR daba
negativo se efectuaba la IA. Si daba positivo,
fuese para RNA y/o DNA, se cancelaba la IA.

e. para la determinacién con PCR del VIH-1 se
utilizaria la mitad de los espermatozoides movi-
les obtenidos tras los lavados.

*Articulo publicado en el libro “12 Jornada de fertilidad y reproduccién asistida de las comarcas catalanas”. Barcelona: Nexus Ediciones, 2001.
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f. la IA se haria en ciclo estimulado, a las 40 ho-
ras de la administracion de hCG, depositando
los espermatozoides moviles dentro del Gtero.

g. al mes de la IA la mujer se haria técnica de PCR
para el RNA y DNA del VIH-1, con objeto de
conocer si ha habido o no contagio tras la IA.

h. el paciente ha de dar su consentimiento infor-
mando por escrito.

i. el namero de ciclos de IA previstos era de 1000,
independiente de que hubiese o no gestacion.
Este elevado nimero de ciclos se propuso dada
la baja infectividad del VIH-1 en un coito no
protegido. Si no se producia infeccion de ningu-
na mujer después de 1000 ciclos de IA, se po-
dra concluir que la metodologia aplicada reduce
el riesgo de transmision del VIH-1.

En un segundo protocolo, aprobado por el Comité
Etico en 1998, se extendié la aplicacion de la IA a
todo hombre seropositivo, fuese cual fuese su esta-
dio de SIDA. Se empez6 por lo tanto a tratar a hom-
bres en estadios A3, B3, C1, C2 y C3 (Castro, et al.
1992); y se empezd a aplicar FIV a las parejas que
lo precisaran: mujeres con obstruccion tubarica,
hombres con baja calidad seminal insuficiente para
IA o parejas en las que la IA (tras 3-4 ciclos) no
habia conseguido gestacién. En estos casos no se
efectu6 la FIV convencional sino la FIV con
microinyeccién espermatica, conocida por el
acronimo inglés ICSI (Intra-Cytoplasmic Sperm
Injection). En esta técnica se introduce un solo es-
permatozoide vivo en cada ovocito maduro.

De esta forma si, a pesar de los lavados de semen y
el PCR negativo para el RNA y el DNA del VIH-1,
hubiese virus intraespermético, el in6culo viral que
pudiese vehicular el espermatozoide al interior del
ovocito seria el menor posible.

Pacientes

Hemos estudiado 332 hombres seropositivos. El
motivo de consulta era el deseo de tener hijos
genéticamente propios. Se recogi6 el estadio clinico
del SIDA y se efectud exploracion fisica androldgica.
De estos 332 pacientes, 299 dieron 607 muestras
de semen que se lavaron.

Lavado de semen

Los detalles del lavado de semen se han publicado
(Meig, et al. 19984a). En sintesis, se efectda un
primer lavado afiadiendo medio de cultivo HTF

(human tubal fluid) al semen fresco en proporcion
2:1. Se centrifuga a 400g durante 10 minutos y se
extrae el sobrenadante. El sedimento se resuspende
en HTE

Esta suspension espermatica en HTF se centrifuga
en tubos, conteniendo gradientes discontinuos de
PureSperm® (50%,70% y 90%, de arriba al fondo
del tubo), a 300g durante 20 minutos. Los
espermatozoides moviles descienden a la capa de
90% de PureSperm®. Esta fraccién se resuspende
en HTF y se vuelve a centrifugar a 200g durante 10
minutos. Se elimina el sobrenadante y se vuelve a
afiadir HTF. Los tubos se introducen en incubador,
en angulo de 45°C, en atmosfera de 5% de CO, a
37°C durante una hora. Es la técnica conocida como
swim-up, nadar hacia arriba. Los espermatozoides
muestran antigeotropismo y por eso suben del fondo
del tubo a la parte alta. Se recoge el sobrenadante
gue contendra s6lo espermatozoides mdviles sin plas-
ma seminal ni células espermaticas (linfocitos y
macréfagos infectados); tedricamente, por lo tanto,
libres de virus.

PCR para el VIH-1 en
espermatozoides

La mitad de los espermatozoides mdviles obtenidos
se utilizan para estudiar la presencia de VIH-1 como
virién y/o como provirus. El estudio del DNA viral se
hace aplicando el Kit AMPLICOR HIV-1 de Roche
Diagnostic System. La descondensacion de la
cromatina espermatica se efectla con DTT
(dithiothreitol). Los cebadores (primers) usados son
el SK462 y el SK431, que amplifican la region gag
del genoma viral. El nimero de copias de DNA de-
tectada es cuatro en las muestras positivas y una
en las dudosas. La cuantificacion del RNA viral se
hace con Kit de Roche Diagnostic System, HIV-1
MONITOR. La sensibilidad es de 200 copias por
ml.

Reproduccion Asistida (RA)

Se efectuaron 458 ciclos de IA y 58 ciclos de FIV
con ICSI. Los detalles de la metodologia empleada
estan publicados (Marina, et al. 1998a; Marina, et
al. 1998b).

Resultados

La edad media de los hombres era de 33,7 &+ 3,3
afios. El estadio del SIDA en que estaban se recoge
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en la Tabla 1. Los resultados de la determinacién A) Ciclos de IAC (n = 458; 100%)
tras los lavados de semen se expresan en la Tabla

- Mujeres inseminadas 233
2. La Tabla 3 muestra los ciclos de IA y FIV-ICSI Ciclos/mujer 1,96
efectuados y los resultados obtenidos. Ninguna mujer Gestaciones clinicas 116
se ha seroconvertido. Todos los nifios nacidos han Gestaciones/ciclo 25,3%
sido seronegativos al VIH. Gestaciones/mujer 49,7%
Abortos 10(8,6%)
Nacimientos 86
Partos gemelares 17(19,8%)
Tabla 1. - - — Nifios nacidos 103
Distribucién de pacientes (F;eDc:_e._nto de linfocitos Estado clinico Gestaciones en curso 20
de acuerdo con la B) Ciclos de FIV-ICSI (n = 58; 100%)
clasificacion del CDC 3500/mm?3 A =54 B,=7 Cc,=2 -
para 1993. Segdn los (16,2%)  (2,1%)  (0,6%) Mujeres 40
sintomas clinicos; A, B 'y _ _ _ C|c|os/_mu1er 1.4
A , 200 - 499/mm3 A, =111 B, = 38 C,=9 Gestaciones 27
Ci v sequn el recuento (334%)  (11,4%)  (2,7%) Gestaciones/ci 5
de linfocitos CD4+ ' ' ’ lones/ciclo 46,5%
<200/mm3 A, =38 B,=38 C,=35 Gestaciones/mujer 67,5%
(11,4%)  (11,4%) (10,5%) Abortos 5 (18,5%)
Nacimientos 11
Partos gemelares 5 (45,4%)
Nifios nacidos 15
Tabla 2. Gestaciones en curso 11
Resultados obtenidos Muestras VIH-1 DNA VIH-1 RNA % Ninguna muijer se infect6 con el VIH-1. Todos los nifios nacidos
de PCR-DNA y PCR-RNA 585 Negativo Negativo 96,4 fueron seronegativos al VIH-1.
del VIH en las muestras 14 Positivo Negativo 2,3 Tabla 3.
lavadas (n = 607) 7 Negativo Positivo 1,1 Resultados de Reproduccion Asistida en parejas
1 Positivo Positivo 0,2 serodiscordantes (hombre seropositivo)
cInfecta el Jﬁ_?_li il Autores Técnicas Resultado
espermatozoide humano? Bagasra et al. (1988) MET Si
Scofield et al. (1992) MET Si
Dussaix et al. (1993) MET Si
Baccetti et al. (1998) MET Si
Anderson et al. (1990) MET No
Pudney (1990) MET No
Pudney et al. (1998) MET No
Bagasra and Freund (1990) HIS Si
Baccetti et al. (1994) HIS Si
Baccetti et al. (1998) HIS Si
Pudney (1990) HIS No
Pudney et al. (1998) HIS No
Baccetti et al. (1994) Cultivo? Si
Kuji et al. (1998) Cultivo? No
Bagasra et al. (1994) PCR in situ DNA+
Quayle et al. (1998)° PCR in situ No
Pudney et al. (1998) PCR in situ No
Nuovo et al. (1994) PCR in situ en testes DNA+
Muciaccia et al. (1998) PCR in situ en testes DNA+
Shevchuck et al. (1998) PCR in situ en testes DNA+
Scofield et al. (1992) PCR DNA+
Baccetti et al. (1994) PCR RNA+
Marina et al. (1998a) PCR +
Dulioust et al. (1998) PCR +
Quayle et al. (1997) PCR -
Quayle et al. (1998) PCR -
Pudney et al. (1998) PCR -
MET = Microscopia electronica de transmision; HIS = Hibridacion in situ; *Cultivo in vitro de muestras de semen de hombre seronegativo al VIH
con VIH-1.
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Discusion

El hombre seropositivo al VIH-1 tiene derecho a te-
ner hijos genéticamente propios como cualquier otro
paciente. No ha de ser, por lo tanto, discriminado
por su infeccion viral. Asi lo reconoce el articulo 14
de nuestra Constitucion, la Ley General Sanidad (Ley
14/1986) y el Nuevo Cdédigo Penal en su articulo
512 (Fernandez, 1996). La discriminacion por VIH
ha sido especificamente prohibida por la 41 Asam-
blea Mundial de la Salud (13, mayo, 1988) en su
resolucion WHA 41, 24; por el Congreso de los Co-
munidades Europeas y por los ministros de Sanidad
de los estados miembros (Bruselas, 27, noviembre,
1989) en su resolucion 10, 048/89. La Declaracion
Universal de los derechos de las personas con VIH —
SIDA en su seccién 5, establece que “cualquier dis-
criminacion de las personas que padecen SIDA o in-
feccion por VIH es una violacion de los derechos
humanos”. Un segundo punto importante es que la
actuacién médica descrita en ninglin caso aumenta
el riesgo de transmision del VIH.

Aunque no podemos demostrar que el VIH-1 no se
adhiera fuertemente al espermatozoide o lo infecte,
la experiencia propia mostrada comienza a indicar
que, con la metodologia descrita, el riesgo de trans-
mitir el VIH-1 a través de espermatozoides lavados
es inferior (cero por el momento) al observado en
parejas serodiscordantes que efectGian coito no pro-

tegdo (VancHbrat, et al. 1997).

Pensamos que los resultados positivos obtenidos con
el PCR a pesar de los lavados, son falsos positivos
pues la repeticion del PCR en estos casos ha dado
negativa. Otras opciones tedricas son:

1. en el caso de PCR positivo al RNA, que los lava-
dos seminales no hayan eliminado completamen-
te el plasma seminal y en el caso de PCR positivo
al DNA tras los lavados, que haya quedado algun
linfocito y/o macréfagos infectados. Pero la obser-
vacion al microscopio optico de la fraccion de
espermatozoides moviles obtenida tras los lava-
dos no detecta ninguna célula no espermatica.

2. el espermatozoide estd infectado de VIH-1y los
lavados no pueden eliminarlo. Es un tema muy
controvertido y la Tabla 4 recoge algunos resul-
tados contradictorios publicados por distintos gru-
pos.

Desde el punto de vista clinico y ante los resultados
de la experiencia de nuestro grupo, el espermatozoi-
de no es vehiculo transmisor del VIH-1 y si lo es el
semen. La metodologia descrita permite ayudar a
hombres seropositivos a tener hijos propios y sanos.
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