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Resumen

La declaracion de pandemia del Covid-19 en marzo de 2020 por parte de la
Organizacion Mundial de la Salud provoco una interrupcion repentina e inesperada de la
actividad sanitaria, incluida la prestacion de servicios no esenciales. La actividad en los
centros de Medicina Reproductiva se detuvo una media de 7 semanas y durante este
periodo, se realizaron tratamientos urgentes de preservacion de la fertilidad bajo medidas
especificas de minimizacion de riesgos. Esta interrupcion de los tratamientos de
Reproduccidn Asistida, aun por un periodo de tiempo limitado, afecto a las posibilidades
de los pacientes de conseguir un embarazo, pero dos afios después, la situacion no parece
estar resuelta. Ademas de la edad, considerado el principal factor limitante, la causa de
infertilidad fue otro factor para tener en cuenta en las posibilidades de éxito después del
retraso en el inicio de tratamiento.

A lo largo de estos dos afios se ha planteado la posibilidad de que el SARS-CoV-
2 pueda afectar a las funciones reproductivas femeninas y, potencialmente, a la fertilidad.
Sin embargo, se ha concluido que el riesgo de transmision del virus por relaciones
sexuales es bajo y que no hay co-expresion de los receptores ACE2 y TMPRSS2 en los
organos reproductores femeninos, lo que indicaria una susceptibilidad muy baja o nula a
la infeccion.

Otro aspecto fundamental de este periodo de pandemia ha sido la vacunacion
contra el SARS-CoV-2, recomendada por la OMS y las autoridades gubernamentales con
el objetivo de proteger frente a los casos graves de la enfermedad, las hospitalizaciones y
las muertes por Covid-19. Sin embargo, la exclusion de mujeres embarazadas de los
ensayos clinicos de la vacuna derivd en una falta de datos sobre la seguridad de las
vacunas antes o durante un tratamiento de Reproduccion Asistida y/o durante el

embarazo. Esta incertidumbre genero ciertas reticencias hacia la vacunacion, que se han



prolongado incluso hasta despues de la publicacion de numerosos estudios que
demostraban que la vacuna contra el SARS-CoV-2 no afectaba negativamente ni al
embarazo ni al recién nacido. Gradualmente, el conocimiento que se ha adquirido del
virus y de sus vias de transmision permitio la reanudacion de la actividad con ciertas
restricciones y medidas de seguridad. La vacunacion contra el SARS-CoV-2 ha
demostrado ser segura, incluso para las mujeres embarazadas; aun asi, quedan preguntas
por resolver en cuanto al impacto del virus sobre la fertilidad. Se necesitan respuestas a
estas preguntas con el objetivo de ayudar a los centros de Medicina Reproductiva a

continuar realizando tratamientos seguros en esta era post Covid-19.
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La aparicion de la infeccion por coronavirus que surgio en Wuhan, China en
diciembre de 2019 ha dado lugar a una epidemia que se ha expandido rapidamente hasta
convertirse en una de las amenazas para la salud publica mas importantes de los ultimos
tiempos. El virus se identifico en China a principios de enero de 2020 e inicialmente se
denomino 2019-nCoV para posteriormente pasar a ser conocido como SARS-CoV-2. La
enfermedad que provoca ha sido denominada Covid-19 (Anonymous , 2020)

Desafortunadamente, la enfermedad se extendié rapidamente a nivel mundial. EI
11 de marzo de 2020, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declar6 al Covid-19
como una pandemia y Illamo a los gobiernos a tomar medidas urgentes y agresivas para
intentar cambiar el curso del brote. Se hizo necesario desarrollar de forma urgente un plan
y politicas sélidas para evitar la propagacion de la enfermedad. A medida que se extendia
la enfermedad, la comunicacidn coherente y consistente basada en la ciencia, ha sido

esencial (The Lancet Respiratory, 2020)

1.- SARS-CoV-2: como es y como actua

Los coronavirus son miembros de la subfamilia Orthocoronaviriae dentro de la
familia Coronaviridae. Esta subfamilia comprende cuatro géneros: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus de acuerdo con su estructura
genética (Wang et al., 2020).

Estructuralmente, los coronavirus son virus esféricos de 100-160 nm de didmetro,
con envuelta de bicapa lipidica y que contienen ARN monocatenario (SSRNA) de
polaridad positiva de entre 26-32 kilobases de longitud (Garcia-Montero et al., 2021). El
genoma del virus SARS-CoV-2 codifica cuatro proteinas estructurales: la proteina S
(spike protein), la proteina E (envelope), la proteina M (membrane) y la proteina N

(nucleocapsid). La proteina N se encuentra en el interior del virion asociado al RNA viral,
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y las otras tres proteinas estan asociadas a la envuelta viral que oculta ain mas el material
genético. Ademas, la proteina S presenta una funcién adicional y particularmente
relevante, ya que media la entrada del virus en las células huésped, permitiendo la
infeccion; esta proteina estructural, estd compuesta de dos subunidades funcionales: S1

de union al receptor y S2, con actividad de fusion

Host Receptor

"' ..’.’.‘ S JLYJ: [’r__ Spike(s) | ====== >

Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

Envelope (E)

RNA viral genome

Figura 1. Estructura del SARS-CoV-2. Se destaca la estructura de la proteina S,
elemento que media la entrada del virus a las células huésped (Wang, 2020)

La subunidad S1 se une al receptor de ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2)
presente en la célula huésped a través de su dominio de unién al receptor RBD (receptor
binding domain), mientras que la subunidad S2 lleva a cabo la fusion entre las membranas
del virus y la célula huésped (Wang et al., 2020). Alternativamente, la endocitosis del
virion y la posterior fusion de la envoltura viral con la membrana endosémica para liberar
el genoma viral en el citoplasma también se ha reportado para este tipo de virus (Peng et
al., 2021)

Después de acceder al citoplasma de la célula huésped, tiene lugar el proceso de
replicacion, transcripcion y traduccion del genoma viral, lo que deriva en la sintesis de
ARN subgendmico junto con las cuatro proteinas anteriormente mencionadas (Kumar
and Al Khodor, 2020). Las proteinas N, M y E se ensamblan en el virus y se liberan por

exocitosis, mientras que la proteina S interviene en la fusion intercelular entre las células
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infectadas, creando grandes células multinucleadas que permiten que el virus se propague
facilmente por el organismo debido a su capacidad para permanecer sin ser detectados

por los anticuerpos (Ochani et al., 2021)
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Figura 2. Mecanismo de entrada del SARS-CoV-2. La proteina S del SARS-CoV-2 se
somete a la escision proteolitica por la proteasa TMPRSS2. La subunidad S1 se divide
en el dominio N-terminal (NTD) y C-terminal (CTD) y se une a ACE2, mientras que la
subunidad S2 es responsable de la fusion de ambas membranas (Wang, 2020)

Los coronavirus humanos se transmiten fundamentalmente a través de gotas
respiratorias, pero también se ha reportado que se pueden transmitir a través de aerosoles,
contacto directo con superficies contaminadas y transmision fecal-oral (Li, Y. et al.,
2005, Otter et al., 2016, Yu et al., 2004). Los primeros informes de pacientes con tos,
“ground glass opacities” en los pulmones y progresion de los sintomas hacia una
neumonia severa indicaron la posibilidad de que el SARS-CoV-2 se transmitiera a través
de las vias respiratorias. Esta transmision directa a través de gotas respiratorias se ve
reforzada por la replicacion eficaz del virus tanto en las vias respiratorias superiores como

en las inferiores, y por el nimero creciente de trabajos que indican la transmision persona

a persona entre contactos cercanos que presentan tos activa.
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También se describieron casos de transmision asintomatica/presintomatica del
SARS-CoV-2, que contrasta con la dindmica de expansion descrita hasta el momento
(Arons et al., 2020). Este hallazgo subrayo la capacidad del SARS-CoV-2 para colonizar
y replicarse en la garganta durante las fases iniciales de la infeccién (Zou et al., 2020).
Comprender la importancia relativa de la transmision en la actual pandemia de Covid-19
se revel6 como esencial para que las autoridades de salud publica tomaran las medidas de
control més integrales y efectivas entre las que se incluyeron el uso de mascarillas, el
rastreo de contactos y el aislamiento fisico.

En general, los coronavirus del resfriado comun tienden a causar sintomas leves
en las vias respiratorias superiores y algun tipo de compromiso intestinal, Por el contrario,
la infeccidn por coronavirus altamente patdgenos como el SARS-CoV-2 causa sintomas
graves similares a los de la gripe, y que pueden progresar hacia una enfermedad
respiratoria aguda, neumonia, insuficiencia renal y muerte (Harrison et al., 2020). El
periodo de incubacién de la enfermedad es de aproximadamente 5-6 dias. A medida que
la pandemia avanzaba se hizo méas evidente que la Covid-19 abarcaba no solo
enfermedades respiratorias y/o intestinales, sino que también puede tener ramificaciones
a largo plazo en forma de miocarditis. Ademas, la enfermedad no se limitaba Gnicamente
a la poblacion anciana como inicialmente se habia pensado, sino que los nifios y los
jévenes también se encontraban en riesgo de contraer la enfermedad.

Los pacientes con sintomas graves de Covid-19 presentaron proporciones mas
altas de macrofagos proinflamatorios y neutréfilos en el fluido broncoalveolar en
comparacion con aquellos individuos que desarrollaron una forma mas moderada de la
enfermedad (Liao et al., 2020). Este entorno altamente inflamatorio se ha asociado con
patologia pulmonar grave en pacientes con SARS-CoV-2, junto con la denominada

“tormenta de citoquinas” asociada a pacientes gravemente afectados por la infeccion;
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estos mediadores proinflamatorios pueden, a su vez, perpetuar la enfermedad pulmonar y
aumentar las cantidades de proteina C reactiva hepatica. Por lo tanto, un aumento de las
concentraciones de proteina C reactiva suele correlacionarse con una produccién elevada

de interleukina-6 en pacientes con Covid-19.

2.- Impacto del Covid-19 en Reproduccion Asistida

En el contexto de la Reproduccion Asistida, tanto los especialistas en Medicina
Reproductiva como los pacientes han luchado contra esta pandemia sin precedentes
recientes. Las prioridades han sido maximizar el bienestar de los pacientes, de los
trabajadores y de la sociedad, en general. Sin embargo, en un principio fue dificil ya que
habia mucha confusion en cuanto a los efectos de la infeccion sobre los tratamientos de
fertilidad (ESHRE COVID-19 Working Group et al., 2020). A la vista de los
acontecimientos, la mayoria de los centros optaron por tomar medidas méas dréasticas,
muchas de ellas sin evidencias cientificas solidas debido a las circunstancias y con el
Unico objetico de garantizar la seguridad de nuestras pacientes, reducir los contactos no-
esenciales y prevenir las posibles complicaciones materno-fetales en los futuros
embarazos. Conforme el nimero de casos aumentaba en Italia y Espafia, comenzaron a
aplicarse una serie de medidas centradas en reducir progresivamente la actividad
asistencias en todos los centros V1 localizados en estos dos paises

Dado que el estado de emergencia se declaro en el norte de Italia el 31 de enero
de 2020 y que posteriormente se establecié una zona roja de aislamiento a medida que
aumentaba el nimero de contagios (La Marca et al., 2020), nuestra primera decision fue
establecer visitas online a pacientes del norte de Italia, mientras que los pacientes
asintomaticos del resto del pais pudieron continuar con su plan de tratamiento inicial. Al
mismo tiempo, comenzo a darse informacidn especifica de prevencion y profilaxis a los

trabajadores de IVI-RMA tanto en Italia como en Espafia para todos los pacientes
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procedentes de las zonas afectadas. Puesto que la situacion en Italia no mejoraba y en
prevision de un posible confinamiento del pais (lo que se produjo el 9 de marzo de 2020),
se ampliaron las medidas restrictivas para todo paciente de Italia que viniera a realizarse
un ciclo de tratamiento en Espafia. Estas restricciones incluyeron la suspension de la
mayoria de los tratamientos de donacidn de ovocitos y de las transferencias embrionarias
de pacientes italianas, recomendando una estrategia de “freeze-all” y una posterior

transferencia de embriones cuando la situacién se haya normalizado.

ITALY SPAIN IVIRMA
Declaration of State of . Firstisolation . Italian patients measures
emergency North Italy measures (school Staff prophylactic indications

closes in Madrid)

Creation of Red Zone . No transfer policy to Italian patients
General state of alarm

Measures to protect . Staff travel and meetings restrictions
areas atrisk

- | . IVIRome closes
Single Protection Indications for infected staff members
Zone Work at home promoted

Family life conciliation plan for staff
Shifts to avoid propagation of virus

No transfer policy to all European
patients

Plan to close down activity

All European clinics close

Figura 3. Medidas implementadas por el Grupo VI conforme aumentaban los casos
en Italiay Espafia (Requena et al., 2020)

Continuando con las medidas tomadas inicialmente, y considerando que en
Espafa la situacion de la sanidad publica comenzaba a ser critica, con una suspension
casi total de todos los procedimientos no urgentes y siguiendo las recomendaciones de la
Sociedad Espafiola de Fertilidad, se decidid interrumpir el inicio de cualquier protocolo
de estimulacién ovarica, tanto en ciclos propios como de donantes de ovocitos, asi como
cualquier transferencia embrionaria. Por otro lado, y teniendo en cuenta que el perfil de
la paciente infértil era de buena salud y asintomatica, se resolvié continuar con los ciclos

de gametos propios que ya estaban en fase de estimulacion hasta la recuperacion de
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ovocitos, para no perjudicar a todas aquellas parejas que ya habian iniciado un tratamiento
de Reproduccion Asistida.

El cumplimiento de estas acciones resultd en una reorganizacion completa del
personal de la clinica. Con el fin de proteger a los trabajadores y mantener la actividad
decreciente de los laboratorios, se desarrolld un plan de concienciacion y respuesta ante
enfermedades infecciosas, estableciéndose dos turnos de trabajo completamente
separados entre si con el objetivo de evitar la cuarentena de todo el grupo en caso de
contagio. Esta decision afect6 fundamentalmente al laboratorio de fecundacién in vitro
(FIV), ya que se considerod que pertenecian a una de las actividades mas sensibles de la
clinica asistencial.

En este punto nos gustaria destacar como afect6 a nuestra casuistica la decisién
de reducir la actividad asistencial de nuestros pacientes. La figura 4 muestra una
comparativa del namero de transferencias embrionarias realizadas en el mismo periodo
de 2019 y 2020. Como podemos observar, desde la puesta en marcha de las primeras
medidas restrictivas a causa de la pandemia, el descenso fue progresivo durante el mes de
febrero seguido de una caida pronunciada de la actividad desde el 10 marzo de 2020,
fecha casi coincidente con la declaracion del estado de alarma en Espafia; por otro lado,
y tal como era de prever, aumentaron paulatinamente los procedimientos de preservacion
de la fertilidad a medida que disminuian el resto de tratamientos, segun las
recomendaciones establecidas por las diferentes sociedades cientificas. Estos datos
podrian considerarse un reflejo de la aceptacion que tuvieron estas decisiones entre

nuestras pacientes.
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Figura 4. Descenso en el numero de transferencias embrionarias comparadas con el
mismo periodo del afio anterior en el grupo 1VI en Espafia (Requena et al., 2020)
A medida gque la pandemia aumentaba la presion sobre los sistemas de salud, los
paises comenzaron a emitir directivas e instrucciones dirigidas a la interrupcion de la
actividad no esencial, con el objetivo de reorganizar los recursos humanos para combatir
la enfermedad (Rodriguez-Wallberg and Wikander, 2020). Definir qué se entendia por
“actividad no esencial” suscit6 una serie de inquietudes para ciertos grupos de interés por
lo que se abri6 un debate sobre qué es electivo y qué no es electivo en salud, y por qué no
es tan simple desde un punto de vista bioético trazar esta linea tedrica (Simopoulou et
al., 2020). En linea con la posicion adoptadas por la Sociedad Italiana de Fertilidad y
Esterilidad y Medicina Reproductiva (Vaiarelli et al., 2020) pensamos que limitar
indefinidamente el acceso a los tratamientos de Reproduccion Asistida a estos pacientes
podria afectar a sus posibilidades de ser madre una vez que la situacién se estabilizara.
Se considerd que tanto la edad materna avanzada como una baja reserva ovarica

eran condiciones tan urgentes como la preservacion de la fertilidad para una paciente
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oncologica, por lo que la nueva propuesta consistiria en realizar un tratamiento con
congelacién de ovocitos y/o embriones. De esta forma, no se perderia un tiempo precioso
y se potenciarian las oportunidades de gestacion de este grupo de mujeres (Vaiarelli et
al., 2020). En cualquier caso, se han publicado datos interesantes sobre como afecta el
retraso en un tratamiento un periodo de 6 meses (Romanski et al., 2020); el estudio
concluyd que un breve retraso en la realizacion de un tratamiento de Reproduccion
Asistida no afecta negativamente a los resultados clinicos.

En resumen, las medidas de control deben ser equitativas e inclusivas (Berger et
al., 2020). Los pacientes infértiles tienen derecho a ejercer su deseo de paternidad y las
indicaciones para realizarse un tratamiento de Reproduccion Asistida no deben cambiar
durante el tiempo que dure la crisis, especialmente cuando la concepcion natural no esta

sujeta a ninguna restriccion en cuanto a ser evitada.

3.- Seguridad de los tratamientos de Reproduccion Asistida durante la pandemia de
Covid-19

Las enfermedades virales cronicas han sido motivo de preocupacién para los
especialistas en Medicina Reproductiva. De acuerdo con este problema, las sucesivas
actualizaciones de la ESHRE (European Society of Human Reproduction and
Embryology) han establecido que cualquier riesgo de contaminacion viral de gametos y
embriones en el laboratorio de fecundacion in vitro (FIV) probablemente sea minimo
debido a los repetidos pasos de lavado requeridos para los protocolos de cultivo y
congelacién. El razonamiento general es que la Reproduccion Asistida no actla como via
de contagio del virus.

Como hemos comentado anteriormente, el Covid-19 es causado por el coronavirus

2 (SARS-CoV-2) del sindrome respiratorio agudo severo (SARS), que comparte con el
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SARS-CoV el mismo receptor celular ACE2 (angiotensin -conventing enzyme 2 0 enzima
convertidora de angiotensina) y la TMPRSS2 (transmembrane protease serine -2), una
proteasa celular (Lukassen et al., 2020). Por otro lado, la proteina S del virus se compone
de dos subunidades que facilitan la union del virus al huésped. La subunidad S1, que
incluye el dominio de union al receptor (RBD), facilita la union del virus a la membrana
de la célula huésped a través del receptor de ACEZ2; por su parte, la subunidad S2 se une
a la TMPRSS2 de la célula huésped y es responsable de la fusion de ambas membranas,
lo que permite el acceso del genoma del virus a la célula huésped y la posterior activacion
de la proteina S (Stanley et al., 2020). Ademas de las patologias respiratoria conocidas,
hay otras dolencias asociadas a una infeccion por coronavirus. Los 6rganos que expresan
los factores de entrada del virus como ACE2 y TMPRSS2 son mas susceptibles de
infeccion y en este punto, se han publicado diferentes estudios que confirman la expresion
de estos factores de entrada en los 6rganos reproductivos.

Se ha descrito la expresion de ACE2 dependiente de gonadotropinas en ovarios
humano (Fenizia et al., 2020, Zeng et al., 2020). En los ovarios de primates no-humanos
se ha detectado expresién de ACE2 y TMPRSS2 restringida a las células germinales;
ademas, se observa que la expresion de ACE2 es mayor que la de TMPRSS2, lo que
sugiere que este ultimo puede actuar como factor limitante para la infeccion del ovocito.
El grado de co-expresion de ACE2 y TMPRSS aumenta con la madurez del ovocito,
siendo mas elevada en los foliculos antrales que en los foliculos primordiales. En lo que
respecta al ovario como tal, no hay evidencias sélidas que demuestren la presencia de
particulas viricas de SARS-CoV-2. Los estudios publicados hasta la fecha no reportan
diferencias significativas en la calidad del liquido folicular, niveles de hormonas y de
AMH entre mujeres vacunadas y/o que habian superado la enfermedad en comparacién

con aquellas no infectadas y no vacunadas del mismo rango de edad (Bentov et al., 2021,
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Li, K. et al., 2021). Sin embargo, dado que la aparicion de esta patologia es todavia
relativamente reciente, no se han realizado estudios a largo plazo sobre como afecta a la
fertilidad femenina. Se necesitan mas estudios y en poblaciones mas amplias para poder
llegar a una conclusion justa sobre su impacto en la fertilidad femenina, aunque no se
debe ignorar la posibilidad de que afecte a la reserva ovarica (Chandi and Jain, 2021)

En cuanto al Gtero, ACE2 desempefia un papel importante en los cambios
endometriales, ya que es responsable de la escision de la angiotensina Il provocando la
vasoconstriccion de la arteria espiral, la proliferacion endometrial y la renovacion del
tejido (Jing et al., 2020, Shan et al., 2015). La regulacion a la baja de la expresion de
ACE2 como consecuencia de la infeccion puede alterar el equilibrio endometrial. La
expresion de ACE2 y TMPRSS2 aumenta desde la fase proliferativa a la fase secretora lo
que implica un aumento de la expresion de ACE2 durante la ventana de implantacion,
aumentado el riesgo de infeccion en esta etapa del ciclo menstrual (Chadchan et al.,
2021); ademas, la expresion de genes relacionados con el virus aumenta con la edad, lo
que indica que aquellas mujeres de edad materna avanzada que se realicen un tratamiento
de Reproduccion Asistida tienen mas riesgo de contagio (Vaz-Silva et al., 2009). Por
ultimo, y debido a la falta de evidencias directas relacionadas con la presencia/ausencia
de particulas viricas en el tejido endometrial, los estudios posteriores deberian enfocarse
en los efectos de la infeccion por Covid-19 sobre la receptividad endometrial para
determinar si la transferencia de embriones durante este periodo puede afectar a los
resultados clinicos en forma de tasa de gestacion o de recién nacido vivo

Otro aspecto para tener en cuenta es el efecto de otras patologias ginecolégicas en
la enfermedad, ya que se ha observado que la endometriosis cursa con una sintomatologia
mas aguda de la Covid-19 y que las mujeres con ovario poliquistico son mas susceptibles

a la infeccion por el virus (Morgante et al., 2021).
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Figura 5. SARS-CoV-2 en el sistema reproductor femenino (Chandi and Jain, 2021)

Como podemos ver en la Figura 5, solo las células de la granulosa de entre todas
las lineas celulares expresan receptores de ACE2 y BSG. Por su parte, las células del
cumulo presentes en los foliculos antrales expresan receptores de ACE2, TMPRSS2y en
menor medida de BSG, por lo que son susceptibles a la infeccion por Covid-19; por
ultimo, no se ha descrito presencia de SARS-CoV-2 en el ovario humano. En lo que
respecta al endometrio, la expresion de ACE2 aumenta desde la fase proliferativa a la fase
secretora del endometrio y la co-expresion de ACE2 y especialmente de TMPRSS2 lo
hace susceptible a la infeccién por el virus durante la ventana de implantacion. Los
embriones en estadio de blastocisto expresan receptores de ACE2 y TMPRSS2 en las
células citotrofoblasticas que luego forman la placenta

El Covid-19 ha supuesto un reto para la Medicina Reproductiva. Dado que adn
guedan muchas preguntas sin respuesta, es importante que los profesionales estén alertas,
modificando y ajustando los tratamiento y estrategias de acuerdo con la informacion
cambiante y diaria y la experiencia publicada sobre el comportamiento de la enfermedad.
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4.- Embarazo y Covid-19

Una pregunta comun que nos solemos hacer después de la aparicion de un nuevo
patdgeno es si el embarazo puede considerarse un factor de riesgo de la infeccion o de
desarrollo de la forma severa de la enfermedad. Un embarazo requiere cambios en el
sistema inmunoldgico de la gestante para tolerar a un feto genéticamente extrafio.
Comprender la susceptibilidad a la infeccion durante un embarazo es un reto constante,
dado que la cantidad de contagios observados depende no solo de la susceptibilidad sino
también del nivel de exposicion al patdgeno. Las mujeres embarazadas pueden ser mas
cautelosas con respecto al riesgo, lo que resulta en un menor nivel de exposicién, y por
tanto en una menor susceptibilidad (Kalafat et al., 2022). Los datos de los que
disponemos actualmente no respaldan una mayor susceptibilidad durante el embarazo,
pero las conclusiones son dificiles debido a las posibles diferencias en los niveles de
exposicion entre las gestantes y las no gestantes.

Durante este periodo de pandemia, las mujeres embarazadas se han considerado
un grupo de alto riesgo debido a las dudas sobre el efecto de la enfermedad en ellas
durante y después del embarazo y en sus recién nacidos. La cuantificacion de las tasas de
Covid-19, sus factores de riesgo y manifestaciones clinicas y resultados ha sido clave para
planificar la atencion y cuidado materno en un escenario pandémico en continua
evolucion (Qiao, 2020).

Al principio, el conocimiento sobre los efectos de la infeccion en una mujer
embarazada fue muy limitado; a medida que la pandemia avanzaba, la prevencion y el
control de la enfermedad entre las mujeres embarazadas y el riesgo potencial de
transmision vertical se convirtieron en una de las principales preocupaciones (Requena
et al., 2020). A lo largo de estos 2 ultimos afios, las publicaciones sobre Covid-19 y

embarazo han aumentado considerablemente a través de informes de casos individuales,
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series de casos, estudios observaciones y revisiones sistematicas. Estas aproximaciones
iniciales, aunque se quedaron obsoletas en poco tiempo, demostraron ser muy valiosas
para la atencién clinica y preventiva.

Una de las ultimas revisiones sistematicas que evaluo las manifestaciones clinicas,
los factores de riesgo y los resultados maternos y perinatales de la Covid-19 durante el
embarazo (Allotey et al., 2020) encontro que las mujeres gestantes con Covid-19 parecen
tener mayor riesgo de requerir ingreso en una unidad cuidados intensivos; que la edad
materna avanzada, un indice de masa corporal alto y la presencia de comorbilidades
pueden estar asociados a una enfermedad grave; y que las mujeres embarazadas
infectadas por Covid-19 corren un mayor riesgo de tener un parto prematuro y que sus
hijos tengan que ser derivados a las unidades de cuidado neonatal.

Las variantes del virus también deben considerarse como otro factor de riesgo. La
variante delta se relaciond6 con mayor mortalidad y morbilidad entre las personas
embarazadas, aumentando el riesgo de que fuera necesario un soporte de ventilacion
mecanica. Por su parte, la variante émicron se asocié con una forma mas leve de la
enfermedad, aunque en muchas ocasiones estos datos pueden confundirse por la elevada
tasa de vacunacion entre las cohortes informadas. Es importante abordar los conceptos
erroneos sobre la disminucién de la gravedad de la enfermedad con las nuevas variantes
y enfatizar la necesidad de la vacunacion entre todos los segmentos de la poblacion.

Como acabamos de ver, se sabe que las adaptaciones fisioldgicas maternas al
embarazo aumentan el riego de desarrollar un grado severo de la enfermedad en respuesta
a infecciones virales, ya que los datos sugieren que el pronostico de la infeccién por
Covid-19 también podria ser mas grave en mujeres embarazadas (Savasi et al., 2020).
Con respecto a la transmisién vertical, ésta nunca fue descrita para otros virus como el

SARS o el MERS. Sin embargo, en el contexto de la pandemia actual, se han desarrollado
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criterios de evaluacion de transmision vertical que incluyen documentacion de la
infeccion materna, identificacion del SARS-CoV-2 en las primeras 24 horas de vida y
evidencia de la persistencia de la infeccion en el recién nacido (Garcia-Flores et al., 2022,

Smithgall et al., 2020).
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Figura 6. Efectos directos e indirectos de la infeccion por SARS-CoV-2 en el feto y la
placenta (Male, 2022)

La infeccion materna por SARS-CoV-2 puede afectar al embarazo de muchas

maneras. La necesidad de cuidados intensivos asociada a la forma severa de la

enfermedad puede obligar a adelantar el parto, con el consiguiente aumento en la tasa de

partos prematuros. La infeccion placentaria puede estar asociada a una placentitis, que se
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relaciona con un mayor riesgo de muerte fetal. Incluso en ausencia de infeccion
placentaria, se observan cambios inflamatorios en la decidua y la placenta y que pueden
asociarse a un mayor riesgo de preeclampsia. También se ha descrito transmisién vertical
de la enfermedad, aunque esta es mucho menos comdn (Male, 2022)

Aunque se ha documentado la transmision intrauterina de Covid-19 (Watkins et
al., 2021), ésta parece ser poco frecuente. Las razones de esta baja frecuencia no se
conocen en profundidad, pero podrian estar relacionadas con los bajos niveles de viremia
durante la infeccion (Shook etal., 2022), y la falta de co-expresion placentaria de factores
que facilitan la entrada del virus a las células (Schwartz et al., 2022), aunque no todos
los estudios publicados son consistentes en los resultados reportados.

La determinacion de acidos nucleicos del SARS-CoV-2 en placenta, feto y liquido
amnidtico de mujeres afectadas por la enfermedad demostrd pocas evidencias de
infeccion intrauterina. Recientemente (Hosier et al., 2020) se ha publicado un caso de
una mujer embarazada de 22 semanas diagnosticada de Covid-19, que sufrié un aborto y
presentd una determinacion positiva para el virus en placenta. Ademas, la paciente
presentaba sintomas positivos de preeclampsia, acompafiados de hipertension severa y
coagulacién anormal; la patologia placentaria mostré que el virus se encontraba
fundamentalmente en el sincitiotrofoblasto, mientras que en el espacio intersticial se
observaros depdsitos de fibrina e infiltraciones de células mononucleares, consistentes
con las lesiones observadas en la patologia pulmonar.

Por Gltimo, las revisiones mas recientes de resultados maternos y perinatales han
demostrado un aumento significativo de mortinatos y muertes maternas durante la
pandemia en comparacion con el periodo previo a la misma (Chmielewska et al., 2021);
sin embargo, no se observd ningun efecto significativo en las complicaciones del

embarazo como diabetes gestacional, hipertension inducida por el embarazo y frecuencia
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de partos prematuros. En resumen, los autores concluyen que, aunque la transmisibilidad
del virus es realmente alta, el desarrollo fetal intrauterino es relativamente normal.
Conocer como se comporta bioldégicamente el virus durante el embarazo es fundamental

para definir el manejo obstétrico adecuado de las gestantes con Covid-19

5.- Efecto del Covid-19 en la salud reproductiva

Desarrollar estrategias de evaluacion de riesgo frente al Covid-19 ha supuesto un
reto Unico para los centros de Medicina Reproductiva. La propia naturaleza de los
tratamientos de fertilidad implica la interaccion con el paciente durante varias semanas,
por lo que es necesario confirmar continuamente que la paciente no se encuentra en un
episodio de infeccion activa, por lo que fue necesario desarrollar una herramienta de
diagnostico fiable y sensible para la Covid-19 que pudiera abordar estos desafios de forma
eficaz (Papathanasiou, 2020).

La adaptacion de los servicios de Reproduccién Asistida resultdé en una
reorganizacion completa del trabajo diario para garantizar que se estaban respetando las
recomendaciones de los organismos oficiales sanitarios para evitar la transmision del
virus. Ademas, se comenzaron a realizar rutinariamente tareas de saneamiento en todas
las areas de actividad clinica y se implementaron procedimientos de antisepsia especificos
para pacientes y/o miembros del personal que resultaron positivos para la infeccion
(ESHRE COVID-19 Working Group et al., 2020).

El principio clave establecido por las sociedades cientificas para la reanudacién
de la actividad asistencial fue que toda persona que acudiera a un centro de Medicina
Reproductiva tenia que haber dado negativo en el cribado previo de deteccion de
sintomatologia asociada a la enfermedad. El tiempo de incubacion de la Covid-19 es

variable (Sethuraman and Jeremiah, 2020), por lo que las personas asintomaticas podrian
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potencialmente transmitir el virus a otros pacientes 0 miembros del personal; por esta
razdn, todas las sociedades cientificas abogaron por la realizacion de un cribado, previo
cumplimiento de un triaje de enfermedad para determinar el riesgo de exposicion
individual al virus. Este filtro inicial se revel6 como un paso esencial en estos primeros
momentos de la reanudacion de la actividad clinica, ya que se diagnosticaron muy pocos
casos con serologia positiva después de haber establecido un triaje negativo.

Un régimen de pruebas regulares para el diagnostico de la Covid-19 acta como
una especie de filtro al identificar y aislar a las personas con una infeccion activa,
incluidas aquéllas que son asintomaticas. Actualmente, las pruebas diagnosticas para la
COvid-19 se dividen en dos categorias: PCR y pruebas de antigenos, que detectan la
presencia de partes de virus; y pruebas serologicas, que registran la presencia de

anticuerpos producidos cuando la persona ha sido contagiada de la enfermedad.
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Figura 7. Los intervalos de tiempo estimados y las tasas de deteccion virales
(Sethuraman and Jeremiah, 2020)
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Los intervalos de tiempo estimados y las tasas de deteccion virales se basaron en
datos de varios estudios publicados (Sethuraman and Jeremiah, 2020). Debido a la
variabilidad de los valores entre los distintos estudios, los intervalos de tiempo estimados
deben considerarse aproximaciones y la probabilidad de deteccion de la infeccion por
SARS-CoV-2 se reporta cualitativamente.

Aunque la PCR es capaz de confirmar el grado de infectividad de una persona,
también detecta a aquellos individuos que tienen el virus pero que no es probable que lo
transmitan, al presentar una carga viral baja. Por el contrario, las pruebas basadas en
antigenos ayudan a identificar rapidamente a las personas con cargas virales altas, es
decir, aquéllas con més riesgo de infecciosidad para los demas, y aislarlas de la
comunidad. La transmision del SARS-CoV-2 parece ocurrir dias después de la
exposicion, cuando la carga viral alcanza su punto maximo (He et al., 2020); este
momento, aumenta la importancia de la frecuencia de realizacion de las pruebas, ya que
un diagndéstico a tiempo de la infeccion puede detener la propagacion. Los tests de
antigenos cumplen estas condiciones, ya que son capaces de revelar la presencia de
proteinas virales y muestran resultados positivos cuando la persona se encuentra en su
méaximo nivel de infecciosidad al contar con una elevada carga de particulas virales
(Mina et al., 2020).

Como consecuencia de las ventajas que aportan las pruebas de antigenos en
estrategias de vigilancia eficaces, el grupo IVI-RMA desarrollé un protocolo que se
mantuvo vigente hasta septiembre 2020 y que incluye la realizacidn de estos tests a todas
las pacientes con triaje negativo que entraban a quirdfano, se les realizaba una
transferencia de embriones y/o se sometian a un procedimiento de inseminacion artificial.
En concreto, antes de realizar una prueba de antigenos, se hace un triaje sintomatico en

el que se pregunta telefonicamente a los pacientes si se encuentran en cuarentena o
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aislamiento o si presentan algun sintoma compatible con la infeccidn, segun las directrices
comunicadas por la ESHRE (ESHRE COVID-19 Working Group et al., 2020); solo los
pacientes clasificados como negativos en el triaje, acuden a la clinica para la realizacion
de maés pruebas. Posteriormente, la primera prueba de antigenos se realiza antes de iniciar
la estimulacion ovarica o la preparacion endometrial y la segunda, una vez programada
la puncién ovocitaria 0 24-48 horas antes de la transferencia embrionaria en ciclos
sustituidos.

En resumen, teniendo en cuenta que durante los ultimos meses la edad media de
los infectados por Covid-19 ha disminuido considerablemente, se puede suponer que un
porcentaje cada vez mayor de parejas en tratamiento de Reproduccion Asistida estan
infectadas, pero son asintomaticas. Detectarlos es de gran importancia, por lo que los
centros de Medicina Reproductiva deben tener especial cuidado con los procedimientos

de cribado y diagndstico.

6.- Vacunas SARS-CoV-2 y Reproduccién Asistida

Desde que estallé la pandemia hace mas de un afio, la busqueda de una vacuna se
ha convertido en una cuestion de maxima prioridad. El tiempo necesario para desarrollarla
ha sido més corto de lo que se suele ver con otras vacunas y/o medicamentos (M. Blake
Evans, ); sin embargo, toda la sociedad esperaba este desenlace, siendo la alta inversion,
los avances biotecnoldgicos y la logistica los principales impulsores de este desarrollo

Actualmente en Espafia se estan administrando cuatro tipos de vacunas:
Pfizer/BioNTech (BNT162b2), Moderna (mRNA-1273), AstraZeneca (ChAdOXx) y
Janssen Pharmaceuticals (Ad26.COV2.S). Cabe sefialar que las vacunas de Pfizer y
Moderna son vacunas basadas en mRNA que no contienen particulas virales vivas; en

términos de desarrollo de vacunas, la implementacion de esta nueva tecnologia es
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completamente innovadora, ya que toma prestada la maquinaria de traduccion de la célula
para producir la suficiente proteina S virica para generar una respuesta inmunogénica.
Por otro lado, las vacunas de AstraZeneca y Janssen se basan en la accion de adenovirus,
los cuales no tienen actividad replicativa y pueden estimular la respuesta inmune sin la
presencia de adyuvantes (Garcia-Montero et al., 2021). El objetivo global de estas
vacunas es la induccién de anticuerpos y células T dirigidas a la proteina S del SARS-
CoV-2.

Las mujeres en edad reproductiva son consideradas una poblacién con
caracteristicas muy particulares, por lo que muchas veces son excluidas de los ensayos
clinicos. Esto ha dado lugar a muchas preguntas sin respuesta sobre la seguridad de las
vacunas, especialmente de las basadas en mMRNA, para la fertilidad (Safrai M, 2021). La
reticencia para vacunarse ha sido un grave problema para erradicar la enfermedad; todo
esto se ha visto intensificado por la actitud de las redes sociales, que han fomentado el
miedo y la incertidumbre sobre la vacunacion a amplios sectores de la poblacion. Por lo
tanto, el impacto de la vacuna sobre la fertilidad es objeto de numerosos rumores e
informacién contradictoria. Estas dudas también se han extendido a las mujeres
embarazadas donde, a pesar de un reciente respaldo de organismo oficiales y
profesionales que recomiendan inequivocamente la vacunacion contra el SARS-CoV-2,

la indecision sigue siendo alta (Kalafat et al., 2022).
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TABLE 1
Vaccine types and recommendations for booster shots

Recommended for

pregnant people in Data on pregnancy
Vaccine type Brands US FDA approved the United States Booster needed?® outcomes
mRNA Pfizer-BioNTech Yes (Pfizer-BioNTech, Yes At least 5 mo after Available
Moderna Moderna) completing primary COVID-
19 vaccination series
Viral vector J&J Janssen Yes (J&J Janssen) Yes with At least 2 mo after receiving  Limited availability
AstraZeneca reservations” J&J Janssen COVID-19
Gamaleya Research vaccination. mRNA booster is
Institute preferred
Inactivated SinoPharm, Sinovac,  No No No recommendation Limited availability
Bharat Biotech
Protein Novavax Under consideration No No recommendation N/A
subunit

FDA, Food and Drug administration; mANA, messenger RNA; /4, not applicable.

2 Centre for Disease Control and Prevention recommendation; ° Individuals who had a severe reaction after an mRNA vaccine dose or who have asevere allergy to an ingredient of Pfizer-BioNTech or
Moderna. Possibility of vaccine-induced thrombosis and thrombocytopenia should be disclosed

Kalafat. COVID-19 vaccination in pregnancy. Am ] Obstet Gynecol 2022.

Actualmente, los especialistas que aconsejan a sus pacientes se enfrentan a la
escasez de datos sobre el impacto de la vacunacion en las tasas de éxito de los tratamientos
de Reproduccién Asistida (Bentov et al., 2021). Aunque se ha planteado la posibilidad
de que la infeccidn pueda afectar a la fertilidad, no existe ningin estudio que haya
proporcionado evidencias solidas sobre un efecto genital directo de la vacuna o la
enfermedad

La evidencia actual de la vacuna SARS-CoV-2 sobre la fertilidad humana es muy
limitada. Considerando los resultados publicados hasta la fecha, la vacuna no parece
afectar a la fertilidad de las mujeres. En concreto, no se han encontrado diferencias
significativas en los tratamientos a los que se sometid cada paciente antes y después de la
vacunacion (Bentov et al., 2021, Orvieto et al., 2021, Safrai M, 2021) en los que se
afirma unanimemente que la vacunacion no produce ningun efecto perjudicial sobre la
fisiologia reproductiva femenina. La vacuna no tiene efecto sobre los resultados del
tratamiento de Reproduccion Asistida ni sobre la tasa de gestacion. No se ha informado
de pérdida de fertilidad entre los millones de personas vacunas vacunadas desde su

autorizacion y no se registraron signos de infertilidad en los ensayos clinicos con
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humanos, por lo que se puede concluir que la pérdida de fertilidad es cientificamente
improbable (Safrai M, 2021

Uno de los argumentos no probados que pretenden relacionar a la vacuna de
MRNA con la infertilidad es que algunos autores han descrito concordancias estructurales
entre la proteina S del virus y una proteina implicada en la formacion de la placenta
(sincitina-1); si este fuera el caso, habria una reaccion cruzada entre los anticuerpos
producidos por la vacuna y esta proteina, lo que supondria un fallo de implantacion o un
aborto. Sin embargo, esta reaccion cruzada no se ha podido demostrar (Chen et al., 2021)

Otra posible causa que vincula la vacuna con la infertilidad es que el receptor
funcional del SARS-CoV-2 es ACEZ2; existia la preocupacion de que la vacuna que imita
al virus también pudiera reducir la fertilidad por el mismo mecanismo (Reis et al., 2011).
Este planteamiento no se ha podido demostrar y, ademas, la vacuna de mRNA no tiene
los receptores ACE2 que puedan desembocar en tal infertilidad (Madjunkov et al., 2020).

En cuanto al efecto de la vacunacion en mujeres embarazadas, en un principio no
se dio prioridad a estas mujeres con respecto a las de su misma edad que no lo estaban,
ya que la recomendacion de las autoridades era que “la vacunacion era una eleccion
personal”. Posteriormente, la OMS recomendd vacunar a las mujeres embarazadas
cuando “los beneficios superaran a los riesgos”, hasta que la acumulacion de datos de
seguridad y la creciente evidencia de que la infeccion por Covid-19 entrafiaba mas riesgos
para las gestantes llevd a muchas organizaciones a fortalecer su postura y recomendar
inequivocamente la vacunacion en las mujeres embarazadas (Kalafat et al., 2022). Los
datos disponibles de las vacunas contra la Covid-19 en el embarazo sugieren que estas
son seguras y eficaces y que la vacunacién materna inclusa aporta cierto grado de
proteccion al lactante (Blakeway et al., 2022). Sin embargo, las tasas de cobertura entre

las personas embarazadas seguian siendo bajas a finales de 2021, ya que los datos
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disponibles sugieren que las preocupaciones sobre la seguridad de la vacuna en el feto

son clave para la reticencia a vacunarse durante el embarazo
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OBJETIVOS E HIPOTESIS



1.- Andlisis retrospectivo para evaluar la utilidad del triaje frente a determinaciones
seroldgicas y moleculares en el diagndstico del SARS-CoV-2.

El objetivo principal de esta fase del trabajo fue determinar la utilidad del triaje
como prueba de descarte para la infeccion por el virus del SARS-CoV-2 frente a las
pruebas seroldgicas y de RT/PCR

Entre los objetivos secundarios, podemos destacar los siguientes:

e Establecer la proporcidn de pacientes IgM positivas con triaje negativo

e Establecer la proporcién de pacientes 1gG positivas con triaje negativo

e Establecer la proporcion de pacientes RT/PCR positivas con triaje e IgM
negativos

e Caélculo del riesgo relativo (RR) para evaluar la asociacion de cada factor

con la positividad de la prueba.

2.- Variacion de la reserva ovarica tras infeccién con SARS-CoV-2

El objetivo principal fue determinar la presencia de variaciones en los niveles de
AMH como marcador de reserva ovarica en mujeres que han superado una infeccion por
SARS-CoV-2.

Como objetivo secundario se establecié la evaluacion de la reserva ovarica en
mujeres sometidas a un tratamiento de Reproduccion Asistida y que han superado la
infeccion por SARS-CoV-2 en términos de nimero de ovocitos aspirados y maduros entre

el ciclo previo y el actual
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3.- Influencia de los diferentes tipos de vacunas contra el SARS-CoV-2 en los
tratamientos de Reproduccion Asistida
El objetivo principal es evaluar el posible impacto de la vacuna contra el SARS-
CoV-2 en los resultados de un tratamiento de Reproduccidn Asistida y ver si podia haber
diferencias segun el tipo de vacuna empleada.
Como objetivos secundarios se determinan los siguientes
e Determinar si hay diferencias entre un tratamiento de Reproduccion
Asistida previo y otro posterior a haber recibido la pauta de vacunacion
completa en términos de variables clinicas y de laboratorio
e Determinar si hay diferencias en los resultados clinicos derivados de
un tratamiento de Reproduccion Asistida en funcién del tipo de vacuna
recibida.
e ldentificar los factores que pueden influir de forma significativa en el
nimero de ovocitos obtenidos en aquellos tratamientos de

Reproduccidn Asistida realizados después de haber recibido la vacuna.
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MATERIALY METODOS
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1.- Andlisis retrospectivo para evaluar la utilidad del triaje frente a determinaciones
seroldgicas y moleculares en el diagndstico del SARS-CoV-2.

En esta primera fase del trabajo se realiz un estudio retrospectivo de cohortes,
multicéntrico, no intervencionista de pacientes a las que se le realizaron pruebas
serologicas o moleculares como parte de un protocolo de seguridad disefiado una vez que
se reanudaron los tratamientos de Reproduccion Asistida tras el confinamiento estricto
decretado al inicio de la pandemia de SARS-CoV-2. El protocolo de investigacion fue
aprobado por el comité ético correspondiente (1905-MAD-057-AR) y cumple con los
requisitos legales que aplican a la Ley Espafiola de Reproduccion Asistida (14/2006).

Los criterios de inclusion aplicaban a todas las pacientes que acudieran a
cualquiera de nuestros centros del grupo IVIRMA en Espafia con el objetivo de realizarse
un tratamiento de Reproduccion Asistida durante abril-junio de 2020 y que fueran
clasificadas como negativas para el triaje telefonico previo.

Durante el periodo de estudio previamente mencionado acudieron 6140 personas
a cualquiera de los centros del grupo IVIRMA en Espafa y a todas se les realizd una
prueba diagndstica contra el SARS-CoV-2. Previamente a la realizacion de estas pruebas,
se les habia realizado un cuestionario de triaje sintomatico en el que se preguntaba
telefénicamente a las pacientes si se encontraban en cuarentena o aislamiento, si
presentaban algin sintoma compatible con la infeccion por SARS-CoV-2 y si habian
estado en contacto con cualquier persona sospechosa de haber contraido la enfermedad,
todo ello de acuerdo con las guias de la ESHRE (ESHRE, 2020). Si no superaban este
paso de validacion, se les recomendaba coger cita para consulta 2 semanas después. Solo
los pacientes clasificados como negativos en este paso de cribado inicial acudieron

fisicamente a la clinica para visita médica.
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Ecografia Basal
antes inicio
FIV, 1A o TC

Peticidn serologia
COVID
1gM/1gG

Empezar TRA

Esperar 15 dias
para empezar TRA

Empezar TRA

- TC: 3 dias antes del Tansfer

- Estimulacién para puncién o
Solicitar PCR para IA: entre el dia 5-8, lo
nasofaringea mas préximo al dia de la HCG

Considerar tiempo de
resultados +24 h

Cancelar Transfer,
puncion o 1A

Transfer,
puncion o IA

Figura 8. Flujo de trabajo para la realizacion de pruebas seroldgicas y moleculares

Se realizaron pruebas serolégicas de anticuerpos 1gG e IgM especificos del SARS-
CoV-2 en suero antes de comenzar el tratamiento utilizando un kit EDI Novel
Coronavirus Covid-19 ELISA (Epitope Diagnostics, EEUU) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Estas pruebas dirigidas a la proteina S del SARS-CoV-2
tienen una sensibilidad del 100% y una especificidad del 88% (Sethuraman and Jeremiah,
2020); los coeficientes de variacion intra-ensayo e inter-ensayo fueron inferiores al 20%.
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Con posterioridad, una vez se tuvo la posibilidad de realizar pruebas de RT-PCR, las
pruebas moleculares mediante RT-PCR se realizaron el dia 5-8 del correspondiente
protocolo de estimulacidn antes de la puncion ovocitaria, y entre los dias 3-5 en el caso
de una transferencia de embriones congelados y/o inseminacion artificial, con el objetivo
de evitar realizar el tratamiento en el caso de encontrarnos ante una infeccion activa.

La variable principal del estudio fue la utilidad de las pruebas seroldgicas y/o
moleculares después de un triaje sintomatico negativo. Otras variables de respuesta
identificadas fueron:

e Porcentaje de pacientes positivos para IgG
e Porcentaje de pacientes positivos para IgM

e Porcentaje de pacientes positivo para RT-PCR

Variables explicativas

e Género

Para estimar geograficamente la prevalencia de la infeccién por SARS-CoV-2 y
evaluar su evolucion temporal, tomamos como referencia el estudio seroepidemioldgico
nacional (Pollan et al., 2020), con el objetivo de evaluar si en una poblacion de estudio
tan especifica como las parejas infértiles, los resultados se correlacionaban con los
obtenidos a nivel nacional; por otra parte, conocer los resultados de este estudio podria
ayudar en la toma de decisiones en funcion de la localizacion de los centros IV1 en el
territorio nacional. Los resultados de este estudio indicaban que la prevalencia estimada
de anticuerpos era del 5% durante abril-mayo de 2020. Teniendo en cuenta este valor de
referencia, dividimos nuestras clinicas en dos areas geogréaficas diferentes: region 0
(seroprevalencia inferior al 5%) y region 1 (seroprevalencia superior al 5%), con base en
los resultados obtenidos en nuestra poblacion. Once centros quedaron incluidos en la

region 0y 2 centros en la region 1
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Se calculé la prevalencia de pacientes inmunes (IgG positivas) y activos
(IgM/PCR positivas) estratificados por diferentes factores. También se realizo un célculo
del riesgo relativo (RR) para evaluar la asociacion de cada factor con la positividad de la
prueba, junto con el intervalo de confianza al 95%; se seleccion0 la proporcion mas baja

como categoria de referencia en el céalculo del riesgo relativo.

Immunoassay

&> O . .« 09%

Figura 9. Seroprevalencia del SARS-CoV-2 por provincia mediante deteccion por

inmunoensayo (Pollan et al., 2020)

2.- Variacion de la reserva ovarica tras infeccion con SARS-CoV-2

Analisis prospectivo y observacional de caracter multicéntrico para evaluar si
hubo variaciones en los niveles de AMH, como marcador de reserva ovarica en mujeres
que han superado una infeccion por SARS-CoV-2. Se identificaron mujeres con una
serologia positiva (1gG positivas) para la enfermedad y que tuvieran determinaciones
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previas de hormona antimilleriana (AMH); se contactd con ellas por teléfono y se les
pidi6 autorizacidn para realizar una nueva determinacion de la hormona.

El periodo de estudio incluye mayo-junio de 2020 y se incluyeron todas aquellas
mujeres con serologia positiva (IgG positiva) para el SARS-CoV-2 y una determinacion
previa de AMH no superior a 6 meses. Una vez que tuvimos identificada a nuestra
poblacién de estudio, se realiz6 una nueva determinacion de AMH para evaluar si la
infeccion hubiera afectado a los niveles hormonales, y, por tanto, a la reserva ovarica.
Ambas determinaciones se realizaron con el dispositivo Elecsys® (AMH, Roche
Diagnostics). Por ultimo, las participantes en el estudio se estratificaron en dos grupos de
estudio de acuerdo con sus niveles previos de AMH: baja reserva ovarica (AMH < 1
ng/ml) y normo/alta reserva ovarica (AMH > 1 ng/ml).

En este caso, la variable principal del estudio fue la determinacion de los niveles
de AMH en mujeres con serologia positiva a la infeccion por SARS-CoV-2. Otras
variables de respuesta fueron:

e Dosis de gonadotropinas administradas en los dos ciclos realizados (pre/post-
enfermedad)
e Dias de estimulacion en los dos ciclos realizados (pre/post-enfermedad)
e NuUmero de ovocitos aspirados en los dos ciclos realizados (pre/post-enfermedad)
e NuUmero de ovocitos maduros en los dos ciclos realizados (pre/post-enfermedad)
Como variables de control se identificaron las siguientes variables:
e Edad de la paciente (afos)

e Indice de masa corporal (kg/m2)
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3.- Influencia de los diferentes tipos de vacunas contra el SARS-CoV-2 en los
tratamientos de Reproduccion Asistida

Estudio retrospectivo y observacional realizado entre enero-octubre 2021 en
mujeres vacunadas frente al SARS-CoV-2 y que se sometieron a un tratamiento de
Reproduccién Asistida pre- y post-vacuna en cualquiera de los centros del grupo IVI-
RMA en Espafia. EI grupo con un estatus de no vacunacion incluyo pacientes que se
realizaron un tratamiento en el mismo periodo de estudio pero que ain no habian sido
vacunadas. Este estudio cont6 con la aprobacidn del correspondiente comité ético (2109-
MAD-084-AR; no fue necesario el consentimiento informado, ya que el estudio se basé
en registros no identificables, segln lo aprobado por el comité ético. Al igual que en el
resto de los estudios que comprenden este trabajo, este cumple con los requisitos de la
Ley Espafiola de Reproduccion Asistida (14/2006).

Se realiz6 una revision retrospectiva de las historias clinicas de pacientes que
habian recibido la pauta de vacunacion completa y se identificaron los tratamientos previo
y posterior a la vacunaciéon. La segunda dosis de la vacuna se administré segun
recomendaciones de las autoridades sanitarias espafiolas.

Para minimizar el sesgo, cada mujer actué como control de si misma antes y
después de la vacunacion. Se excluyeron los casos de factor masculino severo. Todas las
participantes del estudio, incluidas las que habian recibido la pauta de vacunacion
completa independientemente del tipo de vacuna administrada (ARN mensajero o viral)
y las no vacunadas presentaron el mismo protocolo de estimulacion. Por Gltimo, en todos
los casos el tratamiento de Reproduccién Asistida se realizé con los propios gametos de
las participantes en el estudio.

Se realizaron dos andlisis complementarios para establecer el efecto, si lo hubiera,

de la vacunacion contra el SARS-CoV-2 sobre la funcién ovarica. En un primer analisis,
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se establecio una comparacion entre el tratamiento previo y el tratamiento posterior para
evaluar los posibles efectos de las vacunas en diferentes resultados reproductivos;
posteriormente, y con el mismo objetivo, comparamos diferentes pardmetros de respuesta
ovaricay de resultados clinicos entre mujeres vacunadas y no vacunadas en el tratamiento
realizado despues de la vacunacion.

La variable principal del estudio fue el nUmero de ovocitos recuperados tanto en
el tratamiento previo como en el posterior a la administracion de la vacuna. Otras
variables de respuesta identificadas fueron las siguientes:

e Dias de estimulacion
e Dosis de gonadotropinas
e Niveles de estradiol el dia de la induccion de la ovulacion
e Numero de ovocitos metafase Il
e Tasa de desarrollo a blastocisto; numero de embriones que alcanzan el
estadio de blastocisto con relacion al total de ovocitos fecundados
e NUmero de embriones congelados
Variables de control
e Edad de la paciente (afios)
e Indice de masa corporal (kg/m2)
e Tipo de vacuna recibida
e Niveles previos de AMH
e Recuento foliculos antrales

Puesto que se trata de un estudio de casos-controles, los analisis comparativos

entre el tratamiento previo y el posterior a la vacunacion se realizaron a través de pruebas

t pareadas para el caso de las variables continuas y un test de McNemar para las variables
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categoricas. Por ultimo, se realiz6 una regresion lineal para cuantificar el efecto de la edad
y del estado de vacunacion sobre el nimero de ovocitos obtenidos en puncién.

En todos los casos, la base de datos se definio rigurosamente con las variables
destinadas a ser analizadas en funcién de los objetivos planteados.

En el analisis descriptivo se presentaron las caracteristicas descriptivas de la
muestra. Las variables cualitativas mediante tablas de frecuencia y representacion en
gréfica de barras y las variables cuantitativas con la media, desviacion tipica y
descriptivos basicos de localizacion

En cuanto al analisis de homogeneidad, y aunque los criterios de inclusion y
disefio tienden a preservar la homogeneidad de los grupos de estudio, es recomendable
asegurar que no existen efectos poblacionales ajenos. Por tanto, las variables de control
antes mencionadas se contrastaron con el objeto de valorar la comparabilidad entre
grupos. Las variables categoricas se compararon mediante una prueba Chi-cuadrado, y
para las variables cualitativas una prueba ANOVA (asumiendo normalidad) y si no fue

posible asumirla, se aplicé una prueba Kruskal-Wallis.

47



RESULTADOS



1.- Analisis retrospectivo para evaluar la utilidad del triaje frente a
determinaciones serologicas y moleculares en el diagnostico del SARS-CoV-2.

Desde el 27 de abril hasta el 26 de junio de 2020 se analizaron a 6140 personas
para SARS-CoV-2; de estos, 72.8% (n=4470) fueron mujeres y 27.2% (n=1670) fueron
hombres.

En el transcurso de este estudio, un 3.3% (n=202) fueron positivos para
anticuerpos IgG contra el virus. El analisis detallado de estos resultados mostro que la
seropositividad no variaba significativamente con la edad (Tabla 1); estos resultados se
encuentran dentro de lo esperado, ya que se trata de una poblacién muy especifica de
pacientes infértiles, con un rango de edad mas estrecho que la poblacion general. También
se observd que el riesgo de seropositividad fue similar entre hombres y mujeres (Tabla
2). Sin embargo, se encontr6 que los individuos con factor Rhesus (Rh) negativo
presentaban mayor riesgo de ser seropositivos (RR 1,7 [1,22-2,44]) que aquellos que eran
Rh positivos. Por ultimo, como era esperable, se encontré que la personas que vivian en
las zonas de mayor prevalencia de la enfermedad, también presentaron el mayor
porcentaje de seropositividad (RR 4,0 [3,01-5,41]).

Cuando se analizd la tasa de seropositividad segun el estado seroldgico de la
pareja, los datos mostraron que la incidencia de IgG positiva fue aproximadamente 10
veces mayor en las parejas seropositivas que en la poblacién aleatoria (Tabla 3); si uno
de los miembros de la pareja estaba contagiado el riesgo de que su compafiero también lo

estuviera era mayor que en la poblacion general.
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Tabla 1.- Riesgo relativo de seropositividad en funcién de la edad

Edad (Afios)

*P =0.914
"P=0.56

18-25
26-30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
>45

1gG positivo
3.9% (10/257) @
3.7% (11/301)®
6.7% (9/135)2
3.1% (9/187)2
4.8% (9/187)2
1.3% (3/223)?
5.2% (15/286) 2
5.4% (17/318)2
1.8% (6/333)?
6.8% (25/366) 2
6.0% (24/398) 2
2.3% (8/350) 2
2.8% (10/363)2
4.3% (12/278)*
2.0% (5/245)?
6.4% (12/187)2
6.6% (9/136) 2
2.7% (6/219)*

IgM/PCR positivo

0.0% (0/370)
1.7% (7/414)®
0.0% (0/170)°
0.0% 80/213)®
0.0% (0/226)"
0.0% (0/287)°
0.3% (1/380)°
1.3% (5/389)°
0.5% (2/418)"
1.5% (7/473)"°
1.0% (5/489)®
0.4% (2/451)°
0.9% (4/443)°
0.3% (1/346)"
0.7% (2/309)°
1.6% 80/250)
0.6% (1/162)°
0.0% (0/260)°
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Tabla 2.- Incidencia de 1gG positiva y riesgo relativo de seropositividad por demografia y serologia

Femenino (n = 3548)
Masculino (n = 1244)

A (n = 1736)
B (n = 361)
AB (n = 159)
0 (n=1667)

Positivo (n = 3271)
Negativo (n = 652)

0 (n=3074)
1(n=1718)

Positivo Negativo Riesgo relativo (95% CI)
Género
149 (4.2%) 3399 (95.8%) 1 (ref)
53 (4.3%) 1191 (95.8%) 1.0 (0.74-1.37)
Grupo sanguineo
72 (4.1%) 1664 (95.9%) 1.1 (0.81-1.58)
19 (5.3%) 342 (94.7%) 1.3 (0.67-2.82)
8 (5.0%) 151 (95.0%) 1.4 (0.87-2.37)
61 (3.7%) 1606 (96.3%) 1 (ref)
Factor Rh
119 (3.6%) 3152 (96.3%) 1 (ref)
41 (6.3%) 611 (93.7%) 1.7 (1.22-2.44)
Area geogréfica
62 (2.0%) 3012 (98.0%) 1 (ref)
140 (8.1%) 1578 (91.9%) 4.0 (3.01-5.41)

P-valor

0.927

0.463

0.386
0.156

0.002

<0.001
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Tabla 3.- Seropositividad de acuerdo con el estatus de la pareja

Parejas Observados Tedricas (96/1948)

Un miembro positive, el otro negativo 5.3% (52)

Diferencia
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En cuanto a los resultados de las pruebas que indicaban que el paciente se
encontraba en una fase activa de la enfermedad y que obligd a cancelar el tratamiento en
curso, se observo que n=42 (0.7%) individuos fueron positivos para anticuerpos IgM
contra el SARS-CoV-2 o PCR positivas. Para optimizar el analisis, los resultados de
ambas pruebas se consideraron juntos. Al igual que con los resultados de IgG, no se
observaron diferencias significativas relacionadas con la edad en las tasas de IgM/PCR
positivas. Las contribuciones de varios factores al riesgo relativo de seropositividad
fueron similares a las observadas con IgG (Tabla 4), ya que no se observd mayor riesgo
para un género o grupo sanguineo especifico. Sin embargo, en este caso no hubo
diferencias en los porcentajes de personas en fase activa de la enfermedad en funcién de
la zona geogréfica ((RR 0,8 [0,43-1,52]), por lo que cuando se reanudd la actividad en las
consultas de medicina reproductiva, se pudo asumir que el pico de la pandemia ya habia
pasado. En cuanto al factor Rh, y en linea con los datos anteriores, se registré que los
individuos Rh negativos tenian mayor riesgo de contraer la enfermedad (RR 2,5 [1,29-
5,13]).

El andlisis de los datos por regidn geografica y por semana indica que la incidencia
de 1gG positiva fue similar para todo el periodo de estudio en ambas areas geogréaficas
(Tabla 5). Aunque la prevalencia fue similar, se observé una marcada y obvia
variabilidad geogréfica en la prevalencia de anticuerpos: los centros de Reproduccién
Asistida dentro de la region 0 tenian una prevalencia de alrededor del 2,2%, mientras que
los centros  adscritos a la region 1 superaban el 8,5%. Para IgM/PCR, la tasa de
positividad no vari6 durante el periodo de estudio en la region 0, mientras que en la region
1, la incidencia de IgM/PCR disminuyd significativamente desde la primera semana de

estudio, lo que implicaba una disminucion de la transmision del virus con el tiempo.

53



Tabla 4.- Incidencia de IgM/PCR positiva y riesgo relativo de seropositividad por demografia y serologia

Positivo Negativo Riesgo relativo (95% CI) P-valor
Género

Femenino (n = 4447) 30 (0.7%) 4417 (99.3) 1 (ref)

Masculino (n = 1667) 11 (0.7%) 1656 (99.3%) 1.0 (0.51-2.0) 0.950
Grupo sanguineo

A (n = 2188) 17 (0.8%) 2171 (99.2%) 1.4 (0.19-10.91) 0.710
B (n = 468) 3 (0.6%) 465 (99.4%) 1.2 (0.12-11.51) 0.871

AB (n = 188) 1 (0.5%) 187 (99.5%) 1 (ref)
0 (n = 2167) 15 (0.7% 2152 (99.3%) 1.3(0.17-9.79) 0.797

Factor Rh

Positivo (n = 4195) 24 (0.6%) 4171 (99.4%) 1 (ref)

Negativo (n = 814) 12 (1.5%) 802 (98.5%) 2.5(1.29-5.13) 0.005

Area geogréfica
0 (n = 4021) 25 (0.6%) 3396 (99.4%) 1 (ref)
1 (n = 2093) 16 (0.8%) 2077 (99.2%) 0.81 (0.43-1.52) 0.516



Table 5.- Resumen de resultados de seroprevalencia por semanay area geografica

1gG positiva IgM positiva PCR positiva

Area grogréafica 0 Area geografica 1 Area grogréafica 0 Area geogréafica 1 Area grogréafica 0 Area geogréafica 1

Semana 1 1.3% (3/225) @ 8.7% (9/104) ® 1.3% (3/227) © 3.7% (4/107) ¢ 0.0% (0/28) ¢ 0.6% (1/154) f
Semana 2 2.0% (9/454) 10.2% (23/226)" 0.2% (1/455) ¢ 0.9% (2/228) ¢ 0.7% (1/143) ¢ 1.8% (7/385) "
Semana 3 1.9% (12/632) 2 7.3% (23/314)" 0.3% (2/632) © 0.3% (1/314) ¢ 0.0% (0/242) ® 0.2% (1/554) f
Semana 4 2.5% (16/651) 2 9.9% (39/394)" 0.0% (0/648) © 0.5% (2/393) ¢ 0.9% (3/339) 0.2% (1/598) f
Semana 5 1.8% (9/502) 6.5% (23/355)" 1.0% (5/499) ¢ 0.0% (0/351) ¢ 0.3% (1/291) ® 0.2% (1/510) f
Semana 6 1.7% (6/353) @ 5.8% (13/224)" 0.9% (3/351) © 0.4% (1/223) ¢ 0.5% (1/187)® 0.4% (1/252) f
Semana 7 3.4% (4/117)° 9.2% (6/65) " 0.0% (0/118) ¢ 0.0% (0/62) ® 0.0% (0/113) 0.0% (0/165) f
Semana 8 3.0% (3/101) @ 12.5% (3/24)® 0.0% (0/100) © 0.0% (0/23) ¢ 0.0% (0/51)¢ 0.0% (0/91) f
AP =0.407 bp=0.312 °P =0.906 dp =0.003 ®P = 0.410 TP =0.009
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2.- Variacion de la reserva ovarica tras infeccion con SARS-CoV-2

En esta fase del estudio se incluyeron 46 pacientes; 16 mujeres fueron
diagnosticadas con baja reserva ovérica (AMH<1 ng/ml) con una edad media de 38.6
afios, mientras que 30 fueron identificadas como de reserva ovérica normal, con una edad
media de 34.7 afos. En general, los datos obtenidos no mostraron una variacion
significativa en los niveles de AMH antes y después de la infeccién por SARS-CoV-2
(1.73 ng/ml vs. 1.61 ng/ml) respectivamente. Sin embargo, cuando se analizaron estas
diferencias segun los grupos de estudio (Tabla 6), los datos sugirieron que, en mujeres
con reserva ovarica normal el nivel medio de AMH antes de la infeccion fue de 4.6 ng/ml,
mientras que después de la infeccion disminuy6 a 3.1 ng/ml. Para las mujeres con baja
reserva ovarica, la AMH fue de 0.8 ng/ml antes de la infeccidén y se mantuvo en valores
similares después de la infeccion AMH=0.7 ng/ml.

Segun el recuento de foliculos antrales, los resultados fueron similares para ambos
grupos de estudio antes y después de la infeccion. Para una reserva ovarica normal con
valores de AMH >1 ng/ml, las mujeres pasaron de 13 foliculos a 11.5 después de haber
superado la infeccion, mientras que, en aquellos casos de baja reserva ovéarica (AMH <1
ng/ml), los valores obtenidos pasaros de 8 a 7 foliculos respectivamente.

Los resultados sobre la respuesta ovarica se presentan en la Tabla 7. En este punto
cabe destacar que el tratamiento posterior a la infeccion se realiz6 en un tiempo no mayor
de 3 meses. Se observo que tanto la dosis de gonadotropinas administradas como los dias
de estimulacion no variaban con respecto al tratamiento previo y posterior a la infeccion
por SARS-CoV-2. En cuanto al nmero de ovocitos recuperados y ovocitos maduros en
cada uno de los tratamientos realizados, los nameros fueron muy similares antes y

después de la enfermedad; estos datos se mantuvieron cuando se analiz6 la tasa de
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fecundacion en la que apenas se encontraron diferencias en los dos ciclos consecutivos

de tratamiento, Unicamente interrumpidos por la infeccion
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Tabla 6. Variacion en los niveles de AMH tras infeccién con SARS-CoV-2

Pre-SARS-CoV-2 Post-SARS-CoV-2 p-valor

Normo-alta reserva
(AMH>1 ng/ml)

4.6 ng/ml 3.8 ng/ml
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Tabla 7. Resultados del ciclo tras infeccion con SARS-CoV-2

Pre-SARS-CoV-2

Dosis de gonadotropinas (Ul) 2053 + 125
Dias de estimulacion 11.0+1.1
Ovocitos recuperados 110+15
Ovocitos metafase 11 9.3+0.8
Tasa de fecundacién 77.4%

Post-SARS-CoV-2

2035+ 95

10.7+0.9

108+1.2

83+10

74.7%

p-valor

0.768

0.902

0.875

0.413

0.369
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3.- Influencia de los diferentes tipos de vacunas contra el SARS-CoV-2 en los
tratamientos de Reproduccion Asistida

Se incluyeron 510 pacientes, distribuidos de la siguiente manera: el 13.5% (n=69)
recibié una vacuna con vector viral. ya sea con el adenovirus serotipo 26 (Ad26.CoV2.S;
Janssen; n = 31) o con adenovirus de chimpancé (ChAdOXx ; AstraZeneca; n = 38). El
86.5% restante (n=441) recibié una vacuna de ARN mensajero de Pfizer-BioNTech
(n=336) 0 Moderna (n=105). El tamafio muestral de la poblacion de mujeres no vacunadas
fue de n=1190. Ninguna de las parejas presentaba una patologia subyacente conocida. El
intervalo entre la segunda vacuna de la pauta y la fecha del tratamiento posterior a la
vacunacion fue de aproximadamente 2 meses.

Las caracteristicas clinicas de las pacientes y de los ciclos previos y posteriores a
la pauta completa de vacunacion con una vacuna de adenovirus (Janssen o AstraZeneca)
se muestran en la Tabla 8.

Los resultados no mostraron diferencias significativas para ninguna de las
variables evaluadas; es decir, no se observaron cambios en la duracion de la estimulacion
ovarica (10.7 (1.8) vs. 11.0 (1.7) dias, p = 0.815), dosis de gonadotropina utilizada (2300
(720) vs. 2140 (0.125) Ul, p = 0.125), o el namero de ovocitos recuperados (7.6 (4.8) vs.
8.0 (5.2), p=0.698) entre el procedimiento previo y el posterior a la vacunacion
respectivamente. La diferencia de edad de los pacientes entre el primer y segundo ciclo
fue de aproximadamente 1 afio (36.8 (5.1) vs. 37.9 (5.0), p=0.425).

Posteriormente, realizamos el mismo analisis retrospectivo pero centrado en las
pacientes que habian sido vacunadas con una vacuna de ARN mensajero (Tabla 9). En
linea con lo observado anteriormente, no se encontraron diferencias relevantes entre
ambos procedimientos para ninguna de las variables analizadas, incluyendo la duracion

de la estimulacion ovérica (10.9 (2.1) vs. 11.2 (2.0) dias, p=0.561), la dosis total de
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gonadotropinas utilizadas (1980 (675) vs. 2005 (790) Ul, p=0.631) o el nimero de
ovocitos recuperados (12.8 (9.9) vs. 9.1 (9.0), p=781) entre el procedimiento previo y
posterior a la vacunacion, respectivamente. Como en el anélisis anterior, el intervalo
medio entre punciones de ovocitos fue de 1 afio (33.7 (7.6) vs. 34.8 (7.7), p=0.156)

Para determinar si el tipo de vacuna recibida podia afectar al éxito de los
tratamientos, se compararon los ciclos post-vacunacion de cada tipo de vacuna con los
resultados de tratamiento de mujeres que no habian sido vacunadas (Tabla 10). Los
resultados mostraron que las mujeres vacunadas con Janssen eran de media mayores 39.7
(6.7) afios, que las de los otros grupos, aunque no se observaron diferencias significativas
(p=0.072). Las edades medias del resto de grupos fueron las siguientes: AstraZeneca 36.8
(3.5), Moderna 35.7 (6.7), 34.6 (7.9), y mujeres no vacunadas 37.8 (4.1) afios. Esta
circunstancia, no afect a otros parametros como los dias de estimulacion (p=0.336),
dosis de FSH administradas (p=0.392) o numero de ovocitos (p=0.057), donde no se
registraron diferencias significativas entre ambos perfiles de pacientes

Por altimo, se realiz6 un andlisis de regresion con el modelo de Poisson para
evaluar el efecto de posibles factores de confusion sobre el nimero de ovocitos
recuperados. Las variables incluidas en el modelo fueron la edad, por su reconocido
impacto sobre los resultados de un tratamiento de Reproduccion Asistida; y el estatus de
vacunacion (pre/post vacunacion) al tratarse de la condicion evaluada en este estudio. Los
resultados de estos analisis indicaron, como era de esperar, que la edad influia
notablemente en los resultados del ciclo (-0,52 [-0,054- -0,050], p<0,001), mientras que
el hecho de estar vacunada o no era independiente de los datos obtenidos (-0,028 [-0,065
- 0,009], p<0=0,143). Ademas, y dado que cuando comparamos el grupo de mujeres
vacunadas con las no vacunadas parecia que la vacuna de Janssen presentaba diferencias

con respecto al resto de grupos de estudio, se realiz6 un nuevo analisis con el parametro
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vacunadas/no vacunadas como variable de exposicion. Los resultados fueron similares a
los obtenidos en el analisis anterior, teniendo la edad una influencia significativa sobre el
namero de ovocitos obtenidos (-0,68 [-0,053- -0,083], p<0,001), mientras que el estatus
de vacunacion y/o el tipo de vacuna administrada no afectaba a los resultados obtenidos

(-0.312[-1.485- 0.862], p=0.602
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Tabla 8. Resultados pre/post-vacunacion con vacunas de adenovirus

Pre-vacuna (n=69)

Edad 36.8 (5.1)
IMC (kg/m?) 24.2 (3.5)
Dias de estimulacién 10.7 (1.8)
Estradiol_hCG 1905 (350)
P4 hCG 0.8 (0.6)
Recuento foliculos antrales 10.3 (5.1)
Dosis FSH (1U) 2300 (720)
Dosis HMG (1U) 1260 (805)
Ovocitos 7.6 (4.8)
Metafase 11 5.5(4.9)
Tasa de fecundacion (%o) 71%
Tasa de blastocisto util 41.3%

Post-vacuna (n=69)
37.9 (5.0)
23.9 (3.8)
11.0 (1.7)
1655 (240)

0.6 (0.5)
10.1 (6.5)
2140 + 37 (735)
1610 (1030)
8.0 (5.2)
5.4 (4.1)
75%
44.5%

0.356
0.759
0.815
0.510
0758
0. 847
0.125
0.369
0.698
0. 425
0. 600
0.214

63



Tabla 9. Resultados pre/post-vacunacion con vacunas de ARN mensajero

Edad
IMC (kg/m?)
Dias de estimulacion
Estradiol hCG
P4 hCG
Recuento foliculos antrales
Dosis FSH (1U)
Dosis HMG (1U)
Ovaocitos
Metafase 11
Tasa de fecundacion (%)
Tasa de blastocisto util

Pre-vacuna (n=441)
33.7 (7.6)
23.9(1.3)
10.9 (2.1)

2320 (1700)
0.8 (0.9)
16.0 (13.8)
1980 (675)
1275 (775)
12.8 (9.9)
5.1 (5.5)
79%
40.7%

Post-vacuna (n=441)
34.8 (7.7)
23.2(1.8)
11.2 (2.0)

2290 (1620)
0.9 (0.8)
15.4 (13.7)
2000 (790)
1255 (800)
9.1 (9.0)
7.5 (5.6)
7%
41.1%

0.156
0.695
0.561
0.847
0.903
0.632
0. 697
0. 863
0.781
0. 812
0. 895
0.847
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Tabla 10.- Resultados entre los diferentes tipos de vacuna vs. grupo no vacunado

Edad
IMC (kg/m?)
Dias de estimulacion
Estradiol hCG

P4_hCG

Recuento foliculos
antrales

Dosis FSH (1U)
Dosis HMG (1U)
Ovaocitos
Metafase 11
Tasa de fecundacion (%o)
Tasa de blastocisto util

AstraZeneca (n=38)

36.8 (3.5)
23.6 (4.1)
11.1 (2.1)
1793 (886)
0.8 (0.2)

11.3 (7.3)

2283 (810)
1521 (1090)
9.2 (5.3)
6.7 (5.7)
80%
41.1%

Janssen (n=31)

39.7 (6.7)
25.0 (2.4)
10.6 (1.1)
1449 (1040)
0.4 (0.3)

8.1 (4.2)

1810 (450)
1792 (960)
7.7 (4.4)
5.8 (4.8)
78%
45.5.5%

Moderna (n=105)

35.7 (6.7)
22.7 (3.5)
11.3 (2.8)
2481 (900)
0.75 (0.2)

14.1 (10.1)

2098 (790)
1211 (670)
9.8 (9.1)
8.3 (5.6)
70%
40.9%

Pfizer (n=336)

34.6 (7.9)
23.3 (3.8)
11.1 (3.2)
2250 (1540)
0.8 (0.3)

15.7 (12.1)

1980 (790)
1264 (830)
8.8 (9.1)
7.2 (5.6)
81%
42.0%

No vacunadas
(n=1190)

37.8 (4.1)

22.8 (3.3)

11.1 (2.6)
2218 (1250)
0.8 (0.5)

10.8 (9.3)

1800 (610)
1330 (900)
10.2 (9.3)
8.5 (7.2)
75%
45.2%

0.072
0.516
0.336
0.376
0.764

0.202

0.392
0.229
0.057
0.089
0.340
0.254
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DISCUSION
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1.- Analisis retrospectivo para evaluar la utilidad del triaje frente a
determinaciones serologicas y moleculares en el diagnostico del SARS-CoV-2.

Una vez que se reinicio la actividad en las clinicas y laboratorios de fecundacion
in vitro, las medidas de vigilancia y control se erigieron en elementos clave que ayudaron
a garantizar una practica segura minimizando los riesgos para los pacientes y el personal
sanitario. Para cumplir con estas condiciones, el triaje junto con las pruebas seroldgicas
y moleculares fueron esenciales para reiniciar la practica clinica en Reproduccién
Asistida (ESHRE COVID-19 Working Group et al., 2020). Los resultados derivados de
estas pruebas tenian repercusiones importantes ya que, en el caso de un paciente
asintomatico IgG positivo, era posible iniciar un nuevo tratamiento con seguridad,
mientras que en el caso de un paciente sintomatico o asintomatico IgM/PCR positiva, no
se recomendaba iniciar un nuevo ciclo al encontrarnos en la fase activa de la enfermedad,
evitando riesgos para otros pacientes y para los trabajadores del centro sanitario.

Tomando como referencia los hallazgos del informe de seroprevalencia espafiol
que indicaba que la prevalencia de anticuerpos 1gG frente al SARS-CoV-2 se encontraba
en torno al 5% durante el periodo de estudio (Pollan et al., 2020), los resultados obtenidos
en nuestra poblacién de estudio demostraron una marcada variabilidad regional, que se
manifesto especificamente en aquellas areas con mayor incidencia de la enfermedad; sin
embargo, nuestra incidencia total fue del 3%, cifra incluso inferior al porcentaje nacional.
Los resultados para IgM/PCR fueron similares, con una mayor proporcion de individuos
en la fase activa de la enfermedad en la region mas afectada

Los datos de las pruebas seroldgicas realizadas antes de iniciar los tratamientos
mostraron que la edad no aumentaba el riesgo de ser seropositivos. Estos resultados no
concordaban con los datos de seroprevalencia de otros estudios realizados a nivel nacional

(Pollan et al., 2020, Stringhini et al., 2020), pero hay que tener en cuenta que nuestra
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poblacién de estudio comprendia un rango de edad mas estrecho y considerablemente
mas bajo que la poblacion general. En este punto, también fue necesario recalcar que el
riesgo de transmision viral entre miembros de una misma pareja cuando uno de ellos ya
era seropositivo fue de casi 10 veces mayor que en la poblacion aleatoria; estos resultados
confirmaron que el contacto cercano con personas con SARS-CoV-2, y particularmente
con aquellas en el mismo hogar, elevaba la transmision viral (Stringhini et al., 2020).
Finalmente, cuando se analizaron algunos factores que podrian estar asociados con el
riesgo de ser seropositivos, no se observaron diferencias relacionadas con el género o el
grupo sanguineo ni para la poblacién inmunizada ni para aquella que se encontraba en
una fase activa de la enfermedad, hecho que se demostro consistente con otros estudios
nacionales de seroprevalencia (Pollan et al., 2020, Stringhini et al., 2020). En cambio, si
se observo que los individuos con un factor Rh negativo presentaban mayor riesgo de
infeccion, aunque estos resultados se interpretaron con cautela debido al posible de otros
factores de confusion no controlados en este estudio y que podrian influir en estas
circunstancias, como es la elevada incidencia de individuos Rh negativos en poblaciones
especificas y localizaciones geogréficas.

Cabe sefialar que la incidencia de IgM/PCR positiva fue similar en las dos areas
geograficas analizadas, excepto en el momento en el que comenzaron a realizarse las
pruebas, cuando todavia nos encontrabamos en el pico de la epidemia. Estos resultados
nos llevaron a reflexionar sobre el coste econdmico de estas pruebas y la incomodidad
gue suponia para las pacientes realizarse esta determinacién cuando la incidencia de la
enfermedad es baja. La estrategia diagnoéstica tras el reinicio de la actividad debia basarse
en obtener los resultados mas fiables al menor coste tanto para los pacientes como para

la empresa. Dependiendo de la inversion econdémica y de la amplitud de la deteccidn, en
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regiones y situaciones con baja prevalencia de la infeccion, el cribado diagnostico por si
mismo se demostré como alternativa mas que suficiente.

En resumen, en esta primera parte del trabajo fue posible concluir que la
realizacion del triaje es mas que suficiente para iniciar o suspender un tratamiento de
Reproduccidn Asistida, con independencia de la incidencia de la enfermedad que hubiera
en ese momento en una localizacion determinada, ya que el porcentaje de pacientes
IgM/PCR positivas, y por tanto en una fase activa de la enfermedad, fue muy residual tras

haber sido clasificadas como negativas tras el cribado.

2.- Variacion de la reserva ovarica tras infeccion con SARS-CoV-2

Actualmente, la infeccion por SARS-CoV-2 sigue planteando numerosos
interrogantes en lo que respecta a los efectos a corto y largo plazo en la salud general. Las
manifestaciones clinicas son muy heterogéneas y afectan a muchos érganos diferentes.

Durante la Gltima década, la salud reproductiva de la mujer se ha vuelto cada vez
mas importante y desde el estallido de la pandemia, se ha puesto el foco sobre los efectos
del SARS-CoV-2 sobre la funcion ovarica de las mujeres en edad reproductiva. Los datos
relacionados con el efecto del virus sobre la fertilidad son escasos. Como sabemos, el
SARS-CoV-2 ataca a las células humanas mediante la union de la proteina S del virus al
receptor ACE2; en el ovario, ACE2 desempefia un papel clave en la respuesta a las
gonadotropinas, la regulacion de la esteroidogénesis, angiogénesis y degeneracion
folicular (Kolanska et al., 2021). Puesto que se ha descrito la presencia de receptores de
ACEZ2 en los ovarios humanos y se ha detectado angiotensina en cantidades medibles en
liquido folicular, no se ha podido descartar un posible impacto de la infeccidn sobre la

funcién ovarica (Horowitz et al., 2022).
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Desde un punto de vista general, se ha asumido que la infeccion por SARS-CoV-
2 no afectaba a la reserva ovérica en una poblacion de mujeres asintomaticas que se
sometian a un tratamiento de Reproduccion Asistida, ya que no se registraron diferencias
significativas en los niveles de AMH antes y despues de haber pasado la enfermedad.
Estos resultados coinciden con los de otros estudios (Horowitz et al., 2022, Li et al.,
2021, Mohr-Sasson et al., 2022) que sugerian que ni el hecho de haber pasado la infeccion
por SARS-CoV-2 ni la vacuna de mRNA tenian efectos perjudiciales a corto plazo sobre
la reserva ovarica.

Como comentamos previamente, las pacientes con una reserva ovarica disminuida
y valores de AMH inferiores a 1 ng/ml eran mayores (38,6 afios) que las mujeres con una
reserva ovarica normal y valores de AMH superiores a 1 ng/ml (34,7 afios). Teniendo en
cuenta esta estratificacion, observamos que los valores de AMH eran notablemente mas
bajos en las mujeres de mayor edad con respecto a las mas jovenes antes y después de la
infeccion; este hallazgo reflejaba una disminucion ya conocida de la reserva ovarica
asociada a la edad (Broer et al., 2014). A pesar de las diferencias en los niveles basales
de AMH en funcion de la edad de la paciente, los cambios en los niveles de AMH antes
y después de la enfermedad no variaban significativamente segun la edad.

Aunque la cantidad y calidad de la informacion sobre el efecto de la infeccion y/o
vacuna contra el SARS-CoV-2 en la fertilidad es incompleta y fragmentaria, la literatura
disponible hasta ahora es positiva y alentadora. En linea con los resultados de nuestro
estudio, se ha observado que en las pacientes que realizaron un tratamiento de
Reproduccidn Asistida, los niveles de AMH antes y 3 meses después de la vacunacion no
variaban significativamente, y que este hallazgo también era consistente después de
analizar las diferencias por grupos de edad (Mohr-Sasson et al., 2022); ademas, las

diferencias de AMH entre dos determinaciones consecutivas no fueron significativamente
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diferentes entre pacientes positivos y negativos para la enfermedad (Kolanska et al.,
2021)

Sin embargo, el efecto de la infeccion por SARS-CoV-2 en el sistema reproductor
femenino no se ha esclarecido por completo. Los datos preliminares sugerian una
potencial lesion ovarica durante el proceso de infeccion activa, lo que podria conducir a
un efecto nocivo del SARS-CoV-2 sobre la reserva ovérica y la funcion endocrina
reproductiva. Se ha observado que hay un porcentaje de mujeres que tras recuperarse de
la infeccion activa por Covid-19 presentaron una disminucién del volumen menstrual y/o
una prolongacion del ciclo, que seria consecuencia de cambios transitorios en las
hormonas sexuales causados por una supresion profunda de la funcion ovarica que remite
rapidamente después de la recuperacion (Lietal., 2021). A pesar de que no se observaron
diferencias en la concentracion de hormonas sexuales en pacientes afectados por la
enfermedad con respecto a los controles, si se detectd que algunas mujeres presentaban
unas concentraciones inusualmente altas de FSH y LH en la fase folicular temprana. Ante
una situacion de estrés intenso, la funcion ovarica suele anularse para garantizar el
funcionamiento de otros Organos esenciales de ahi la existencia de episodios de
anovulacion asociados a muchas enfermedades de caracter agudo. Por lo tanto, y teniendo
en cuenta que los cambios en las concentraciones hormonales fueron temporales y
transitorios, era posible asumir que la infeccion por SARS-CoV-2 parecia tener poco
impacto sobre la respuesta ovarica.

En resumen, la ausencia de cambios interpersonales significativos en los niveles
de AMH plasmaéticos antes y después de la enfermedad, y el hecho de que los niveles
hormonales se mantuvieran también estables en funcién de la edad nos permitia concluir

que la infeccién por SARS-CoV-2 no afectaba negativamente a la reserva ovarica.
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3.- Influencia de los diferentes tipos de vacunas contra el SARS-CoV-2 en los
tratamientos de Reproduccion Asistida

Nuestros resultados sugirieron que ni la vacunacion ni el tipo de vacuna
administrada afectaba a la funcion ovarica o a los resultados de fecundacion in vitro en
un tratamiento de Reproduccion Asistida.

Durante mucho tiempo se ha especulado con la existencia de un hipotético vinculo
entre la vacunacion contra el SARS-CoV-2 y una posible condicién de infertilidad, por
lo que era comprensible que, en un primer momento, existiese cierto grado de
preocupacion entre la poblacion femenina. Por lo general, la mayoria de los efectos
secundarios relacionados con el desarrollo de una nueva vacuna se identifican en los
ensayos clinicos asociados al desarrollo de esta, pero el poco tiempo transcurrido hasta
su comercializacion, sugeria cierta dificultad a la hora de reconocerlos (Male, 2021). En
este contexto, las dudas se centraron en la tecnologia relativamente nueva asociada a la
vacuna de ARN mensajero, pero en este punto es importante destacar, que los primeros
ensayos realizados con estas vacunas proceden de hace 15 afios, por lo que en el caso de
que hubieran supuesto algun tipo de problema, este ya habria se habria manifestado. Uno
de los argumentos que vinculaba negativamente a la vacuna de ARN mensajero con la
infertilidad era la supuesta similitud entre la proteina S del SARS-CoV-2 y la sincitina-1,
una proteina fundamental para la formacion de la placenta durante el desarrollo
embrionario  (Morris, 2021). La hipotesis planteada sugeria que los anticuerpos
producidos contra esta proteina también podrian atacar a la placenta y provocar abortos
espontaneos; sin embargo, estas afirmaciones fueron desmentidas al poco tiempo ya que
se demostro que la vacuna contra el SARS-CoV-2 no contenia sincitina-1 o la secuencia

de esta.
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La evidencia actual sobre los efectos de la vacuna contra el SARS-CoV-2 en la
fertilidad humana es todavia muy limitada. Segun nuestros hallazgos, la vacuna no parece
afectar a la fertilidad de las mujeres. En concreto, no se observaron diferencias
significativas en los resultados de los tratamientos a los que se sometié cada paciente
antes y después de haber recibido la vacuna. Estos datos coinciden con los de otros
estudios publicados previamente (Edelmann et al., 2022, Orvieto et al., 2021, Schaler
and Wingfield, 2022) en los que se concluia de forma unanime que la vacunacién no
producia ningun efecto perjudicial sobre la fisiologia reproductiva de la mujer. Ademas,
usando como modelo un tratamiento de transferencia de embriones congelados, no se
observaron diferencias relevantes entre las tasas de implantacion y de implantacion
sostenida, definida como la presencia de latido cardiaco fetal en dos registros ecograficos
con al menos, una semana de diferencia, en mujeres vacunadas, aquellas que habian
pasado la infeccion y las que nunca se habian infectado (Morris, 2021). Sin embargo, y
aunque a priori los resultados obtenidos sugerian que las vacunas no parecian influir en
la funcion ovarica, debemos ser cautos porque el tamafio muestral incluido en estos
estudios es pequefio y existe variabilidad en el nmero de casos incluidos en cada tipo de
vacuna.

Esta linea de argumentacion se mantiene independientemente de la vacuna
recibida. Como hemos comentado anteriormente, las vacunas de adenovirus implican la
estimulacion del sistema inmunitario para atacar el virus, mientras que las vacunas de
ARN mensajero se basan en el principio de inocular ARN que codifica para la propia
proteina S de virus, la cual, al expresarse en las células estimula al sistema inmunitario
para producir anticuerpos (Chandi and Jain, 2021). Nuestros resultados indicaron que la
exposicion a cualquier tipo de vacuna parecia no afectar a la reserva ovérica y/o a las

caracteristicas de la estimulacion ovérica. Incluso si nos enfocamos en el tiempo
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transcurrido entre punciones, que fue de aproximadamente un afio, podriamos esperar que
la fertilidad cambie con el aumento de la edad de la paciente (Safrai M, 2021); sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en este aspecto, ya que no se observo
ninguna regresion en el ciclo post-vacuna. En este punto nos gustaria destacar que la
evaluacion de la funcion ovérica se realizo en una poblacién con dificultades intrinsecas
para lograr un embarazo, pero gque esta podria ser un buen punto de partida para obtener
evidencias solidas acerca de la seguridad de la vacuna contra el SARS-CoV-2 en los
tratamientos de Reproduccion Asistida

Tampoco se observaron diferencias relevantes cuando comparamos los ciclos
posteriores a la vacunacion entre los distintos tipos de vacuna y una poblacion similar de
mujeres no vacunadas, aunque las diferencias en el tamafio muestral entre grupos pueden
afectar a los resultados. De acuerdo con los resultados derivados de otros estudios (Bentov
et al., 2021) , la respuesta inmune desencadenada por la exposicion al virus tanto por la
infeccion como por la vacunacion no afectaba al desarrollo folicular en comparacion con
una poblacién similar de mujeres no vacunadas. Es importante recordar que las mujeres
a las que se les administro la vacuna de Janssen eran de media mayores que las mujeres
vacunadas con otro tipo comercial de vacunas; esta circunstancia podria explicar una
reserva ovarica disminuida y peores resultados en cuanto al nimero de ovocitos
obtenidos, aunque en ningun caso estas diferencias fueron significativas. Sin embargo,
cuando analizamos el efecto de la edad y el estatus de vacunacion (pre/post vacunacién y
vacunadas/no vacunadas) sobre el nimero de ovocitos obtenidos, observamos que la edad
es un factor determinante en los resultados del ciclo. Como comentdbamos anteriormente,
las mujeres vacunadas con Janssen eran de mayor edad, por lo que un aumento del tamario
muestral podria poner mas de manifiesto las diferencias observadas en los perfiles de

vacunacion (Farland et al., 2016)
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En cuanto a la influencia del estatus de vacunacion en las mujeres que buscan un
embarazo y/o ya lo estan, los resultados derivados de los diferentes estudios
observacionales publicados hasta ahora que comparan los resultados perinatales entre
mujeres embarazadas vacunadas y no vacunadas presentan datos tranquilizadores y no
han reportado ningun efecto perjudicial de la vacuna en el embarazo o en el recién nacido
vivo (Dagan et al., 2021, Kalafat et al., 2022, Rottenstreich et al., 2022). Estos resultados
actian como base para poder afirmar que las mujeres embarazadas deben ser prioritarias
en los programas de vacunacion, antes que una poblacién similar, de la misma edad, pero
no embarazada. De hecho, los Gltimos hallazgos publicados relacionados con el impacto
de la vacuna sobre la fertilidad han reforzado el mensaje de que no se existe ninguna
asociacion negativa entre la vacuna contra el SARS-CoV-2 y la fertilidad (Wesselink et
al., 2022). Por altimo, y en base a las dudas planteadas por los cambios registrados en el
ciclo menstrual, se ha observado que la vacunacién podria estar asociada con cambios a
corto plazo hacia una mayor duracion del ciclo menstrual, pero que estas modificaciones
son independientes del tipo de vacuna administrada (Lee et al., 2022, Wang et al., 2022).
En ambos casos, esta informacion deberia tenerse en cuenta en la toma de decisiones
relacionadas con la administracion de la vacuna contra el SARS-CoV-2 entre la poblacion
de mujeres en edad reproductiva, y particularmente entre aquellas que estan buscando una
gestacion ahora o en futuro no muy lejano.

Entre las limitaciones de este estudio, hay que destacar que no es observacional y
que es posible que no se hayan excluido todos los factores de confusién. Se necesitan mas
datos para sacar conclusiones firmes. Es fundamental aumentar el tamafio de la muestra
para garantizar que los resultados observados en este trabajo sean también extrapolables

a la poblacion general.
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En resumen, este estudio proporciona datos alentadores que muestran que es
probable que ni la vacunacion contra el SARS-CoV-2 ni el tipo de vacuna afecten a la
fertilidad en mujeres. Los rumores y mitos sobre los efectos de las vacunas contra el
SARS-CoV-2 se han generalizado, pero desde el punto de vista de la reproduccion, las
vacunas deben recomendarse porque no existe ningun riesgo tedrico de que causen

infertilidad
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Los resultados de los diferentes trabajos recogidos en esta memoria han dado lugar
a las siguientes conclusiones:

1.- Las pruebas seroldgicas tienen un valor limitado para detectar el SARS-CoV-
2 una vez que el triaje ha sido negativo

2.- En el entorno y contexto epidemioldgico en el que se realizo el estudio, el triaje
se demuestra como una estrategia mas que suficiente en la toma de decisiones de un
tratamiento de Reproduccion Asistida independientemente de la incidencia de la
enfermedad.

3.- En base a la no variacion de los niveles de AMH antes y después de la infeccion
por SARS-CoV-2 podriamos aseverar que la infeccion por SARS-CoV-2 no afecto a la
reserva ovarica

4.- Ni la vacunacion ni el tipo de vacuna administrada frente al SARS-CoV-2,
MRNA o vector viral, afecta a la funcion ovarica en los tratamientos de reproduccion

asistida.
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