Metodologia molecular empleada
para la deteccion de RNA y DNA de VIH-1 en reproduccion asistida

@ 7 min.

8( En el siguiente trabajo el Dr.
Edgardo Sturba, Jefe de la Unidad de
Biologia Molecular en Microbiologia del
Laboratorio Stamboulian nos describe los
avances en las técnicas de hiologia
molecular empleada para la deteccion del
VIH en muestras de semen utilizadas en
procedimientos de reproduccion asistidaen
parejas discordantes (hombre infecta-
do/mujer no infectada). Esta conclusion
surge de una revision de los procedimientos
realizados por ocho centros de repro-
duccion de Europa del grupo CREAThE
(Centre for Reproductive Assisted
Techniques for VIH in Europe).
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En los dltimos 20 afios, en la

infeccion por VIH se han producido cambios
relacionados con aspectos epidemiolégicos,
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clinicos y de tratamiento, que fueron
acompafiados por modificaciones en las
conductas médicas y en el manejo del
laboratorio de virologia clinica.

En un comienzo, la infeccion estaba
restringida a hombres que tenian sexo con
hombres (HSH) y a drogadictos endovenosos,
mientras que la relacion hombre/mujer
infectados en ese momento era 20/1. En la
actualidad, la principal causa de transmision
es la via heterosexual, y la relacién hom-
bre/mujerinfectados hacambiadoa2/1.

A mediados de la década del 90, la
incorporacion del High Activity Antiretroviral
Treatment (HAART) modific6 aspectos
viroldgicos, inmunolégicos y, como conse-
cuencia, la sobrevida de los pacientes,
convirtiendo a la infeccién por VIH en una
infeccion crénica. Dado que la mayoria de los
infectados pertenecen al grupo etario entre
15y 45 afios, surge la inquietud y necesidad
de las parejas por tener hijos propios. En la
bibliografia, lamayoria de los trabajos indican
que cerca del 30% de las parejas se plantea
esta necesidad (1). En este aspecto, se
consideran dos escenarios para parejas
discordantes que desean tener hijos propios
genéticamente relacionados:
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- sexo no protegido al momento de la
ovulacion,

- reproduccion asistida a través de sus
diferentes metodologias: Inseminacion
Artificial (IA), Fecundacién In Vitro (FIV),
Intra-citoplasmatica inyeccién de espermato-
zoide (ICIE).

Varios estudios han estimado el
riesgo de un Unico acto sexual sin proteccion
en el orden del 0.1-0.5% (2), (3), (4). Sin
embargo, trabajos realizados en parejas con
sexo no protegido han tenido serocon-
versiones del 4.3% (5) y 10.8% (3), aunque
debemos considerar que estos estudios
fueron realizados antes del HAART o en
lugares sin acceso a medicacion. En cambio,
ningln trabajo con reproduccion asistida
realizada previo procesamiento del esperma
ha tenido parejas infectadas (6), excepto un
estudio con una seroconversion producida en
una pareja en la que el paciente no estaba
bajo tratamiento antirretroviral (7).

Desde 1992, con el trabajo de Sem-
prini A.E et al (8), se demostré que el lavado
del esperma con gradiente de densidad
seguido de swim up es altamente efectivo
para eliminar particulas virales y células no
espermaticas. A pesar de que en dicho
trabajo no se realizé deteccion del virus por

Lavadores manuales y austomitioos
Pipetas punto fijo y multicanal

Microtiras y microplacas alta densidad p/Elisa
Microplacas Filtrantes Millipona

Ciencia e Investigacion SafTEST
Biologia Modecular Kits Control de calidad:
Corticosterona en ratas - Blodiesal Agitador orbltal
Fast Prep® - 24 - Alimeniosa

Teléfono

- lineas rotativas, Fa

Whatman
Scheicher & Schuell

Sacabocados para Screening Meonatal

§ - www.bacon.com.ar - bacon@bacon.com.ar

MPE

37

2E




técnicas moleculares -ya que no estaban
disponibles en el momento-, no hubo
ningunaseroconversion.

La presencia del virus en semen fue
demostrada tanto en pacientes tratados
como no tratados, y en semen con o0 sin
procesamiento de lavado previo.

En pacientes no tratados no siempre
se correlaciona la carga viral en plasmay en
semen debido a que la produccién de
esperma se realiza en un compartimento
independiente, y existen 3 patrones de
secrecion viral: secrecion nula, intermitente y
continua, pero habitualmente la carga viral
en plasma es mayor a la carga viral en semen
(9), (10). Pacientes tratados y con carga viral
no detectable en plasma pueden tener
presenciadel virus en semen tanto RNA como
DNA proviral en células no espermaticas que
se encuentren en el semen aun post
procesamiento de lavado.

Estos datos demuestran la necesidad
de utilizar técnicas de deteccion de VIH-1
RNA/DNA en esperma previo al procedi-
miento de fertilizacién asistida.

En un comienzo, la mayoria de los
grupos realizaba dos determinaciones: la
deteccion de RNA viral en plasma seminal
previo al procesamiento, y la deteccion de
RNA/DNA en la fraccién espermatica
obtenida posterior a los lavados y swim up.
Actualmente se tiende a realizar la deteccién
de RNA/DNA viral directamente en lafraccion
final, que esaquella que se va a utilizar parael
procedimiento de reproduccion asistida. En
cualquiera de los casos, todo resultado
positivo descartarialamuestra.

El estudio puede ser realizado en el
dia y se utiliza la fraccion de células esper-
maticas fresca. Sin embargo, lamayoria de las
veces esto no es posible, la muestra se
fracciona en alicuotas y se congela a -180 °C
en nitrégeno liquido. Una de ellas se procesa
y las otras quedan en nitrogeno liquido, a la
espera del resultado para realizar el
procedimiento de fertilizacion. La supuesta
desventaja de este Gltimo método es la
posibilidad de perder viabilidad de los
espermatozoides después de ser desconge-
lada la alicuota a utilizar en el procedimiento,
0 que la muestra estudiada no sea idéntica a
la congelada. Sin embargo, esto no ha sido
comprobado enla practica.

Los métodos utilizados para la
deteccion de VIH-1 en plasma seminal son los
mismos que se utilizan en plasma, con
adaptaciones para evitar la presencia de
inhibidores y la sensibilidad expresada en el
limite de deteccion de cada metodologia.

Elprimerinconveniente llevo aque la

mayoria de los grupos de trabajo realizara
como técnica de aislamiento el método de
Boom (15), que utiliza particulas de silice
donde se adhiere el Acido Nucleico (AN), lo
gue sirve de sostén para los posteriores
lavados. Esta técnica demostro, a través de su
control interno de inhibicién, eliminar casi en
su totalidad los posibles inhibidores
presentes.

Laincorporacion de las metodologias
ultrasensibles con limites de deteccion de 20-
50 copias/ml permitié minimizar el segundo
inconveniente. Las principales modifica-
ciones corresponden a diluir el plasma
seminal en plasma humano o soluciones de
elucion provistas por cada equipo comercial,
para obtener el volumen adecuado y
disminuir, ademads, la interferencia por
inhibidores. Combina el método de
asilamiento de Boom con otras técnicas de
amplificacion.

En un comienzo se utilizaron técnicas
manuales. Posteriormente se adaptaron con
los mismos criterios las metodologias
automatizadas, tanto de aislamiento como
amplificacion, hasta la incorporacion de las
metodologias en tiempo real con resultados
similares.

En la actualidad, algunos grupos
realizan el aislamiento con metodologias de
captura del AN especifico de VIH o genérico
con sondas adheridas a particulas
magnéticas. Estas metodologias permiten
posteriormente la realizacion de los lavados
correspondientes, eliminando los inhibi-
dores, como el sistema COBAS/AmpliPrep de
Roche. Dichas técnicas se han acoplado a
métodos automatizados de amplificacion y
deteccién como COBAS AMPLICOR (RT-PCR
con deteccion colorimétrico) o RT-PCR en
tiempo real, como el COBAS/TagMan.

Si bien en teoria el lavado y swim up
eliminaria toda célula no espermatica,
posibles errores al obtener la alicuota en el
procesamiento podrian arrastrar células
infectadas. Para ello, se debe realizar la
deteccion de VIH-1 ADN proviral en células.

Diferentes trabajos han tratado de
demostrar la presencia del VIH-1 en células
de las diferentes progenies del esperma-
tozoide, las que fueron refutadas y
consideradas artefactos de las técnicas
utilizadas, ya que nunca se demostro la
presencia de receptores como CD4, CCR5 y
CXR4 en estas células. Sin embargo, se ha
detectado DNA proviral, tanto en semen sin
procesar como después del procesamiento, y
se considera que corresponde a células no
espermaticas que pueden estar presentes
aun después del procesamiento de lavado y
swimup (11).

En Stamboulian, a través de un
equipo multidisciplinario, llevamos a cabo un
protocolo desde 1999 hasta la actualidad. Se
estudiaron 221 parejas discordantes
(Hombre VIH Reactivo/Mujer VIH No
reactiva), y de ellas se han concretado 85
embarazos, 2 en curso, 1 con cuatrillizos y
nacieron 86 bebés. En todos los casos no
hubo infectados, ni en las parejas, ni en los
reciénnacidos.

Conclusion

Los métodos de reproduccion asis-
tida con procesamiento previo del semen con
lavados, gradiente de densidad seguido de
swim up y deteccién de RNA 'y DNA de VIH-1
por técnicas moleculares comerciales, son
una conducta médica segura para parejas
discordantes, en particular para hombre
infectado/mujer no infectada. Esta conclu-
sién surge de una revision de los procedi-
mientos realizados por ocho centros en
diferentes paises de Europa por el grupo
CREAThE (Centre for Reproductive Assisted
Techniques for VIH in Europe) (14), que
calcul6 como cero la probabilidad de
transmisiénde VIH-1alaparejayal hijo. (13)
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