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2. INTRODUCCION

La inyeccidon Intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) utilizando
espermatozoos recuperados directamente del testiculo ha sido cominmente aplicada
en pacientes con azoospermia obstructiva (AO) con espermatogénesis normal y

azoospermia no obstructiva o secretora(AS) con falla testicular.

La recuperacion espermética testicular fue introducida por primera vez en el afio de

1993 y ha sido usada desde entonces en pacientes con AO y AS (1,2).

Aunque algunos estudios han demostrado bajas tasas de implantacion en etapa de
blastocisto utilizando espermatozoides de hombres con AS (1,3). Por otra parte,
estudios han demostrado resultados exitosos utilizando espermatozoides testiculares
recuperados de hombres con todos los tipos de azoospermia, resultando tan

efectivos como los espermatozoides eyaculados con ciclos de ICSI (1, 4,5).

La recuperacion de los espermatozoides testiculares puede obtenerse mediante
aspiracion directa del testiculo (TESA) o mediante una incision del mismo. (TESE).
Ademas pueden recuperarse de epididimo mediante aspiracion epididimal
percutanea (PESA) o microquirargica (MESA). La recuperacion puede realizarse
durante o en el dia previo a la captura ovular, con la intencion de utilizar los
espermas en fresco, es decir sin criopreservacion. Esta se reserva, antes de un ciclo

de estimulacion y aspiracion ovular, para casos donde no se tiene la certeza de
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obtener espermatozoides, lo cual evita iniciar un ciclo sin la seguridad de obtener
espermatozoides del esposo. Estos, cuando se recuperan, se criopreservan para
utilizacién posterior (1, 6). Esto puede evitarse si la pareja acepta el empleo de
espermatozoides de donador, si no se obtienen espermatozoides en la TESE de su

esposo.

La criopreservacion de espermatozoides del epididimo y/o testicular para su uso
posterior fue descrito por primera vez por Oates et al. (1,7). Este abordaje previene
el riesgo de sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO) asi como el costo
innecesario de estimulacién ovarica controlada (EOC). Tasas de embarazo (TE)
similares fueron obtenidas al usar espermatozoides testiculares congelados para

ICSI en estudios de Keupker etal. Y Wu et al. (1, 9).

Han existido diferentes resultados respecto a las tasas de fertilizacién utilizando los
espermas criopreservados en AS, algunos, (1,7, 10) que comparan el efecto de la
criopreservacion por etiologia de infertilidad encontraron tasas de fertilizacion y de

embarazo similares en espermatozoides testiculares de hombres con AS.

En pacientes con AS las mejores tasas de recuperacion espermatica se han obtenido

mediante TESE con micro diseccion, y mulltiTESE (1).

Los espermatozoides pueden obtenerse por aspiracion espermatica epididimal
percutanea (PESA) o por aspiracion espermatica epididimal microquirdrgica (MESA)

en casos de azoospermia debidos a ausencia bilateral congénita de conductos
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deferentes (CBAVD), vasoepididimostomia fallida, u obstruccion irreparable (11). Los
espermatozoides también pueden ser recolectados directamente de los testiculos si
el epididimo es inaccesible o si no hay espermatozoides moviles en el epididimo

(11).

Tomando en cuenta todo lo anterior, se puede concluir que no solo el origen,
testiculo o epididimo, sino también el tipo de espermas usados (normal/anormal,
moviles, inmoviles) y el posible efecto negativo de la criopreservacion, lo que pueden
influenciar el resultado de ICSI. Aunque la madurez de la cromatina del
espermatozoide de epididimo es muy parecida al esperma del eyaculado, dicho
esperma esta en riesgo de dafio al ADN debido a la influencia negativa especies

radicales de oxigeno en el epididimo obstruido (11,12).
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3. ANTECEDENTES

Los primeros intentos para inseminar ovocitos se hicieron mediante el uso de
espermatozoides eyaculados utilizando fertilizacién in vitro (FIV).

La mejoria progresiva en cuanto a la manipulacién de esperma de pobre calidad
permitid la fertilizacion con espermatozoides de pacientes oligozoospermicos. Estos
esfuerzos culminaron en técnicas de micro inseminacion, diseccion parcial de zona
(PZD), inseminacion subzonal (SUZI), y de manera reciente la inyeccion
Intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). Esta ultima técnica permitid la
posibilidad de tratar a pacientes azoospermicos, mediante el uso de
espermatozoides recuperados de los conductos deferentes, epididimo y los testiculos

(13).

El primer reporte exitoso de recuperacion espermatica del epididimo fue reportado
por Temple- Smith y colaboradores y fue acufiado “Aspiracion Espermatica

Epididimal microquirurgica” o MESA (13).

En 1993, Schoysman inicié la recuperacion espermatica testicular, al buscar
espermatozoides mediante MESA y no encontrar en diferentes niveles obstruidos de
un epididimo (14,15). Este primer intento de usar espermatozoides testiculares para
inseminar ovocitos usado ICSI fue exitoso y promovid el uso de extraccion

espermatica testicular (TESE) o aspiracion (TESA).
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En general, TESE con micro diseccion se considera el mejor método con mas altas
tasas de recuperacion espermatica con minima pérdida de tejido en pacientes

azoospermicos.

Los resultados de la ICSI son similares o levemente mejores que los de la FIV, por lo
cual en algunos centros se ha intentado sin justificacion sustituir la FIV por ICSI.

La verdadera ventaja del procedimiento es que ofrece buenos resultados en casos
donde la FIV fracasa, como en alteraciones espermaticas severas o falla de

fertilizacion (16).

Respecto al uso de espermas frescos vs congelados e ICSI, algunos embridlogos
tienen la idea de que usar los segundos tiene mayor probabilidad de falla por mayor
tasa de abortos. Un estudio comparativo de pacientes con espermas de epidididimo
(obstructivos) vs testiculares (secretora) se identificd que las tasas de aborto en el
segundo grupo fueron de 41% Vs 11.1% en el de espermas de epididimo (OA).
(TABLA 1) (17). Un meta-analisis reciente tomando en cuenta la criopreservacion en
ambos tipos de azoospermia muestra que cuando se comparan las tasas de aborto
en pacientes con AS, al utilizar espermas frescos dicha tasa fue de 6.8% vs 10% en
criopreservados. Por otra parte en la AO con espermas frescos la tasa de aborto es
de 8.6% contra 7.6% en criopreservados, sin diferencia estadistica significativa

(TABLA 2) (18).
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TABLA 1. Resultados de ICSI con espermas de epididimo (PESA) y testiculo (TESA) en

ambos tipos de azoospermia

Variables PESA PESA + TESA | TESA | Valorp

Edad Promedio 31.4 32.7 30.8 Entre 3 grupos > 0.05
% Fert Normal (2 PN) 58.7 62.3 57.3

% Fert Anormal (1 + 3 PN) 21.4 10.4 14.5

% Transfer Embrionaria 73.6 78 73.4

% embarazo/ciclo 34.6 375* 26.1 Vs otros 2 grupos <
% embarazo/ transferencia | 40 375* 28.3 0.05

% embarazo/ paciente 54.5 37.5* 31

% aborto 111 33* 41

*Versus PESA p > 0.05

Pasqualotto, Borges et al., J Urol 2002; 167: 1753-56

Pagina | 10




TABLA 2. Resultados de ICSI y Transferencia de Embriones con recuperacion
espermatica el dia de la recuperacion de los oocitos (A), el dia antes (B) y con

espermas congelados (C)

Variable Total | AO AS Total | AO AS Total | AO AS

No Cielos  [166 |67 [ 4z [i6 |2 [1% & [& |

No. Oocitos 10.8 9.7 11.2 10.1 9.8 10.3 9.8 8.8 10.3
Recolectados

No. Oocitos

inyectados

Tasa
Fertilizacion
(%)

No. Embriones

transferidos

Tasa de
implantacion
(%)

Embarazos
Clinicos por
ciclo, n (%)

No. De abortos | 4(7.6) | 2(8.6) | 2(6.8) | 1(7.6) 1 3(9) | 1(7.6) | 2(10)
(%) (12.5)

Tasa de
Nacidos Vivos
(%)

FERTIL STERIL VOL. 100 NO. 4 / OCTOBER 2013
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4. MARCO TEORICO

4.1. Azoospermia

La inyeccion Intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) utilizando espermatozoos
testiculares ha sido comunmente aplicada en el tratamiento de AO con

espermatogénesis normal y AS con falla testicular.

El primer reporte exitoso de recuperacion espermatica del epididimo fue reportado
por Temple- Smith y colaboradores y fue acufado “Aspiracion Espermatica

Epididimal microquirurgica” o MESA (13).

En 1993, Schoysman inicié la recuperacién espermatica testicular y ha sido usada
desde entonces en pacientes con AO y AS (1,2, 14,15). Aunque algunos estudios
han demostrado bajas tasas en etapa de blastocisto y menores tasas de
implantacion con espermatozoides de hombres con AS (1,3), los espermatozoos
testiculares recuperados de hombres con todos los tipos de azoospermia fueron tan

efectivos como los espermatozoides eyaculados con ciclos de ICSI (1, 4,5).

Los espermatozoides obtenidos en pacientes azoospérmicos son aspirados del
epididimo o extraidos directamente del testiculo. La extraccion de espermatozoides
testiculares (TESE) puede ser realizada el dia de la captura ovular o el dia previo, y

ser utilizados en fresco, o varios dias antes de iniciar la estimulacion ovarica con lo
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que se logra la certeza de encontrar espermas 0 no, y conocer la calidad de los

mismos, con lo cual se reduce de forma importante el estrés en la pareja (1, 6).

La criopreservacion de espermatozoides del epididimo y/o testicular para su uso
posterior fue descrito por primera vez por Oates et al. (1,7). A este respecto ha
existido controversia sobre el potencial férti de los espermas que fueron
criopreservados contra los usados en fresco, algunos estudios favoreciendo las tasas
de éxito con espermas frescos. Otros autores han reportado tasas similares de

embarazo al usar espermatozoides testiculares congelados para ICSI (1, 9).

Respecto a las técnicas de recuperacion espermatica, en pacientes con AS se han
comparado microTESE y multiTESE, en la primera se realiza una microdiseccion del
tejido con reseccion solo de los tubulos méas opacos, en la segunda, sin utilizar
microcirugia de realizan mudltiples incisiones testiculares buscando zonas de
espermatogénesis normal. La microdiseccion se considera un excelente método con
altas tasas de recuperacion espermatica y minima pérdida de tejido en pacientes con
falla testicular, sin embargo requiere experiencia en microcirugia y los costos son
mayores que en multiTESE, que también resulta un excelente método con tasas de

recuperacion espermatica comparables a microTESE (TABLA 3) (19).
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TABLA 3. Comparacién entre Hallazgos Histopatoldégicos y Recuperacién
Espermatica entre MicroTESE y TESE

Multiple (Tiempo Quirurgico 68.2 Microdiseccion (Tiempo

min) Quirurgico 146.8 min)

Casos (%) Espermas (%) Casos (%) Espermas (%)
S. Solo Sertoli 23 (62.2) 13 40 (71.4) 22.5
Detencion 1(2.7) 0 4 (7.1) 75
Maduracion
Hipoespermia 13 (35.1) 76.9 12 (21.4) 100
TOTAL 37 (100) 35.1 56 (100) 42.9

Human Reproduction Vol.17, No.11 pp. 2924-2929, 2002

Entre las variables del varon que pueden modificar el resultado de ICSI en
azoospermia se han estudiado: El sitio de extraccion del esperma; el uso de
espermas frescos o criopreservados; la motilidad y la morfologia de los espermas

obtenidos (11,12).

4.1.1. Epidemiologia

La prevalencia de todos los tipos de azoospermia, obstructiva o secretora, definida
como ausencia completa de esperma en el eyaculado, es menor al 1% entre todos

los hombres y aproximadamente del 10% al 15% entre los hombres infértiles (4).

Aunque la azoospermia tiene muchas causas, aproximadamente 40 % de los casos
resultan de la obstruccion del sistema ductal (20). La azoospermia obstructiva es
mas comun posterior a vasectomia, pero también puede originarse por patologia de
los conductos eyaculadores, epididimales o de los deferentes, causadas por
infeccion genitourinaria, lesiones iatrogénicas durante procedimientos quirdrgicos
inguinales o escrotales y anomalias congénitas (20).
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Las anomalias cromosomicas se observan en aproximadamente 7 % de los hombres
infértiles. La frecuencia de estas anomalias es inversamente proporcional al conteo
espermatico, con una prevalencia de 10-15 % en hombres con azoospermia no
obstructiva, 5 % en oligospérmicos y < 1 % en normozoospérmicos. El sindrome de
Klinefelter abarca aproximadamente dos terceras partes de las anomalias
cromosomicas observadas en hombres infértiles. Las microdeleciones del
cromosoma Y se encuentran en 10-15 % de los hombres azoospermicos o con
oligospermia severa, y se detectan mediante reaccion de cadena de polimerasa

(PCR). (21)

4.1.2 Clasificacién de azoospermia

La mayoria de los casos de azoospermia derivan de una causa obstructiva en
cualquier nivel desde los conductos eferentes a los conductos eyaculatorios (17,22),
estos pacientes cursan con espermatogénesis normal, volumen testicular normal, y
niveles séricos normales de hormona foliculo estimulante (FSH). Causas comunes
de AO incluyen vasectomia previa, ausencia congénita de los conductos deferentes,
epididimitis post infecciosa, y causas mas raras como sindrome de Young, trauma
testicular, y eyaculacion retrograda. En este grupo de pacientes la extraccion

espermatica es exitosa en casi el 100% de los casos (20).

En los pacientes con AS esta puede ser causada por enfermedad que es intrinseca a

los testiculos, falla testicular primaria, o secundaria a otras condiciones como

Pagina | 15



andrégenos exogenos, calor, gonadotoxinas, que también pueden generar falla
gonadal. Otras anormalidades, de tipo enddcrino, como los hipogonadismos, pueden
suprimir la espermatogénesis por falta de estimulo hormonal al testiculo, también
denominada falla testicular secundaria. Clinicamente, suelen tener disminucion de
volumen testicular y niveles aumentados de FSH, aunque existen casos de falla
testicular que conservan su volumen y niveles hormonales, tales como la detencion
en la maduracion espermatica. Las causas mas comunes de AS incluyen sindrome

de Klinefelter, iatrogenia (radioterapia), torsion, orquitis, y criptorquidia (17).

La extraccidn espermatica en este grupo es efectiva en aproximadamente 50% de
los casos y correlaciona con el patron histoldgico de la biopsia testicular (4). Se ha
asociado a una menor tasa de recuperacion el Sindrome de Solo Células de Sertoli.
Los niveles elevados de FSH aumentan las probabilidades de no encontrar
espermatozoides en la biopsia biopsia testicular, sin embargo aun con elevacion de

de 3X del valor normal de FSH se han recuperado espermatozoides.

4.1.3. Diagndstico

El analisis del semen debe ser realizado de acuerdo a los parametros de la
Organizacion Mundial de la Salud Ed 5(17,23). La ausencia de espermatozoides en
el analisis microscopico estandar de semen debe ser confirmado mediante la
centrifugacion del semen a 3000g por 15 minutos con examinacidon microscopica
meticulosa de alto poder (X 400) del sedimento. La preparacion extendida del semen

de una muestra centrifugada detecta espermatozoides en hasta 35% de los hombres
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gue tienen azoospermia no obstructiva (17,24). Se examinan 2 muestras de semen
en un intervalo de 4 semanas de esta manera. La eyaculacion retrograda debe ser
considerada en hombres con un volumen de eyaculado menor de 1.0 mL,
especialmente en diabéticos y bajo el efecto de farmacos como alfa bloqueadores.

Su evaluacién es mediante una muestra de orina post eyaculado (17,24).

Una vez que se ha diagnosticado azoospermia, debe determinarse si es 0 no
obstructiva. La historia médica exhaustiva y el examen fisico son los pasos iniciales
para evaluar un paciente azoospermico. Antecedentes como historia de infertilidad
en familiares directos por rama paterna, orquitis, exposicion a gonadotéxicos,
farmacos, cirugias escrotales, inguinal, y por supuesto de vasectomia son de
especial importancia. La valoraciéon hormonal debe incluir medicion de FSH, LH,
prolactina, testosterona total y estradiol. La distincién entre AO y AS puede basarse

en los hallazgos clinicos (17).

Cuando los niveles de FSH son < 7.6 mlU/mL vy el eje testicular mayor es superior a
4.6 cm, 96% de los casos son AO. Por otra parte, cuando los niveles de FSH son
mayores a 7.6 mlU/mL y el eje testicular mayor < a 4.6 cm, en el 89% se encuentra

azoospermia no obstructiva (secretora) (17,25).
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4.1.4. Estudio Histologico Testicular

En cada procedimiento quirdargico de biopsia testicular, ya sea TESE o micro TESE,
un fragmento de parénquima subcapsular (5 x 3 x 2 mm) se remueve luego de incidir
la tunica albuginea.

Las muestras de tejido se colocan en un tubo con medio de cultivo HTF Hepes + 10
% suplemento de suero sintético (SSS) y se envian al laboratorio.

Una vez en el laboratorio se colocan los fragmentos de tejido en cajas de Petri
pequefias con medio HTF hepes + 10% SSS, se dilaceran con ayuda de navajas de
bisturi para romper los tudbulos seminiferos y asi facilitar la liberacion de
espermatozoides. La muestra de aspiracion del epididimo se homogeniza
perfectamente. Se coloca una pequefia cantidad de la suspension en un portaobjetos

para ser observado al microscopio invertido a 200 6 400 aumentos (26).

Al confirmar la presencia de espermatozoides, es necesario revisar de 2 a 3
muestras para determinar concentracion aproximada y calidad espermatica.

Si no se encuentran espermatozoides, se revisan varias muestras y se informa
inmediatamente al médico para que proceda a tomar mas tejido del mismo testiculo o
realizar la biopsia del otro testiculo. Asi como, realizar la aspiracion del otro

epididimo (26).

Los espermatozoides recuperados se congelan mediante aspiracion con una pipeta
estéril con los espermatozoides y depdsito en un tubo conico de preparacion de

semen que se centrifuga a 600 g por 5 minutos para lavado, se elimina el

Pagina | 18



sobrenadante y el sedimento con los espermatozoides y se resuspende en 1 6 2 ml
de medio limpio segun el nUmero de viales que se planee congelar, se afiade gota a
gota la solucion crioprotectora (Freezing médium de Irvin Scientific) en proporcion 1:1
con respecto al volumen de la muestra, agitando constantemente para facilitar la
incorporacion homogénea del crioprotector. A partir de que caiga la dltima gota del
crioprotector, se cronometran 10 minutos y se deja la muestra a temperatura
ambiente. De aqui en adelante se sigue el mismo procedimiento de la congelacion de

semen (26).

En azoospermias obstructivas, los espermatozoides de testiculo se cultivan en
atmosfera de CO2 a 37°C por 48 horas antes de congelarse siguiendo el siguiente
procedimiento:
1. Lavar la muestra, eliminar el sobrenadante y resuspender en 3.2 ml de medio
limpio el sedimento con los espermatozoides.
2. Homogenizar y distribuir la suspensién en alicuotas de 800:1 por pocillo en

una caja de 4 pocillos.

En azoospermias secretoras y aspiracion de epididimo se procede a la congelacion

inmediata (26).

Luego se fija en solucion de Bouin y se envia al patélogo. El analisis histopatolégico
se realiza mediante el estudio de 100 diferentes secciones de los tubulos
seminiferos. Los resultados histologicos se definen como: (1) Sindrome completo de

solo células de Sertoli (cSCOS) donde los tubulos estan poblados solo por células de
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Sertoli; (I) SCOS incompleto (ISCOS) donde las células germinales estan presentes
en pocos tubulos; mientras la mayoria muestran solo células de Sertoli; (Ill)
Detencién de maduracién (MA) caracterizado por una detencion de la secuencia de
maduracion espermatica; e (IV) hipoespermatogenesis en el cual los tubulos
muestran una poblacién severamente disminuida de células germinales y pobre

espermatogénesis (27,28).

4.1.5. Tratamiento

A. Opciones de Tratamiento para Azoospermia No Obstructiva

La recuperacién quirargica de espermatozoides para su uso con ICSI es una
excelente técnica y brinda la posibilidad de tener un hijo en pacientes con AS.
Especialmente en aquellos en quienes el tratamiento médico no fue una opcién. Una
reciente revision de literatura cientifica muestra tasas de recuperacion aceptables
obtenidas mediante extraccion espermatica testicular Unica (TESE) (49.5%; Donoso
et al.,, 2007), TESE mudltiple (52.5%; Colpi et al., 2005), y TESE microquirdrgica
(micro TESE) (47-64%; Colpi et al., 2005; El-Haggar et al., 2007; Talas et al., 2007).
Inversamente, la técnica mediante aspiracion testicular con aguja fina es por mucho
la menos eficaz (10.0%; El-Haggar et al., 2007) y practicamente descartada por los

lineamientos de la Asociacion Europea de Urologia (Dohle et al., 2007) (28).

En un estudio comparativo de las dos técnicas mas exitosas para recuperar

espermas en este grupo de pacientes, se identifica que los pacientes sometidos a
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microTESE logran una recuperacion de espermas del 42.9% contra 35.1% en
MUultiTESE. La principal ventaja de microTESE parece ser en los pacientes con S.
Solo Células de Sertoli (SSCS) donde se logra una recuperacion de espermas del

22.5% contra 13 % en multiTESE (19).

La técnica de micro TESE parece ser recomendable especialmente en casos de
concentraciones elevadas de FSH. Desafortunadamente, no existen elementos
pronésticos preoperatorios seguros para la recuperaciéon de espermatozoides en
pacientes con AS, ya que ni la orquidometria y/o la concentracion de FSH sérico son

predictivos (28).

B. Opciones de Tratamiento para Azoospermia Obstructiva

Los hombres con azoospermia obstructiva se tratan de dos formas: correccion
quirdrgica de la obstruccioén, la cual permite a la pareja concebir de manera natural, o
extraccion directa de los espermatozoides del epididimo o los testiculos, seguido de

FIV o ICSI (20).

C. Tratamiento Quirargico en Azoospermia Obstructiva

El tratamiento quirdrgico varia de acuerdo al sitio de la obstruccion. Las
obstrucciones en los vasos deferentes y el epididimo son tratados con reconstruccion
microquirargica (20). Los resultados de vaso-vaso anastomosis varian de acuerdo al

tiempo post-vasectomia. Segun Belker et al. si se realiza en un tiempo < 3 afios post-
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vasectomia se obtiene una tasa de embarazo de 76 %, entre 3-8 afios es de 53 %,
entre 9-14 afios es de 44 % y si es = 15 afios la tasa de embarazo disminuye hasta

30 %.

D. Técnicas para Recuperacion Espermatica e ICSI

La aspiracion microquirdrgica de espermatozoides del epididimo (MESA) se utiliza
para aspirar espermatozoides del epididimo en casos de CBAVD, obstruccion
irreconstruible del tracto reproductivo, o0 en casos donde el paciente opta porque no

se le realice reconstruccion quirargica (29).

Para evitar la contaminacion de los espermatozoides con sangre durante la
aspiracion, se desarroll6 la técnica de micropuncién de tabulos epididimarios (30).

Estos se identifican mediante el microscopio quirdrgico y se aspiran de manera
individual con técnica atraumatica. Se realizan micropunciones secuenciales hasta
obtener una calidad 6ptima de espermatozoides. Los sitios de puncion pueden ser
cerrados o cauterizados (30). Una técnica alternativa es incidir los tdbulos y
recolectar el fluido luego de que salga de los tubulos. Solo se necesita obtener
microlitros de fluido, ya que los espermatozoides estan altamente concentrados. De
esta manera, MESA provee numeros mas que adecuados de espermatozoides para

su uso inmediato, asi como su criopreservacion (29).

La aspiracion de los epididimos también puede ser realizada sin exploracion

quirdrgica  escrotal, facilmente y a bajo costo, y no requiere un microscopio
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quirdrgico o ser experto en microcirugia. La aspiracion de epididimo percutanea de
espermatozoides (PESA) se realiza con anestesia local o general. Luego de la
aplicacion de anestesia, el testiculo se estabiliza y el epididimo se sostiene entre los
dedos indice y pulgar del cirujano. Luego se coloca una aguja de mariposa a una
jeringa de 20 ml la cual se inserta en el epididimo y se retira gentilmente hasta que el
fluido se puede ver entrando al tubo del set de aspiracion. El procedimiento se repite
hasta obtener una adecuada cantidad de fluido espermético. Si no se recuperan
espermatozoides, entonces se recomienda realizar MESA, biopsia testicular o

aspiracion testicular (29).

Entre las técnicas de recuperacion espermatica del testiculo, estad la biopsia
testicular abierta que se aplica mejor a hombres con azoospermia no obstructiva. Su
principal riesgo es lesionar las arterias testiculares y causar infarto testicular parcial.
La biopsia microscépica abierta permite recuperar espermatozoides sin dafiar las

arterias (29).

La técnica de aspiracion percutanea con aguja fina (FNA) del testiculo fue
inicialmente descrita como un procedimiento diagndstico en hombres azoospermicos,
actualmente se usa para recuperar espermatozoides para técnicas de reproduccion
asistida. A este procedimiento también se le llama aspiracion espermatica testicular
(TESA). En este procedimiento, el testiculo se sostiene entre el dedo pulgar e indice
del cirujano y la aguja se inserta en el eje mayor del testiculo. La aguja se retira
lentamente y se redirecciona para romper la arquitectura testicular. Este

procedimiento se repite hasta obtener tejido testicular adecuado.
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La biopsia testicular percutanea se realiza con instrumental para biopsia nUmero 14
con una extension corta (1 cm) que se usa para recuperar el tejido testicular. La
anestesia se aplica mediante bloqueo del corddn espermatico, y se pueden obtener
multiples biopsias a través de un sitio Unico de entrada. El nlcleo de la aguja provee

mejor recuperacion de espermatozoides (29).

Otros métodos que se usan con menor frecuencia incluyen aspiracion espermatica
de vasos deferentes y aspiracion espermatica de vesicula seminal guiado por
ultrasonido transrectal. La eleccion del método depende primordialmente de la
experiencia y preferencia del cirujano y los embriélogos involucrados en el cuidado
del paciente (30).

La técnica de recuperacion espermatica y el origen del esperma (testiculos,
epididimo, vasos deferentes o vesicula seminal) no tienen efecto significativo en las

tasas de embarazo logradas mediante FIV/ICSI (31).

Todos los métodos proveen suficiente nimero de espermatozoides viables para ICSI
y casi siempre para criopreservacion. Siempre y cuando se recuperen
espermatozoides viables, ni la duracion de la obstruccion ni la movilidad de los
espermatozoides afecta los resultados de FIV/ICSI (20, 31, 32). Buffat sugiere que
los espermas testiculares aun en espermatogénesis normal alteran el desarrollo
embrionario y deben usarse preferentemente epididimarios. En contraste Ramos
reporta que al usar espermas morfolégicamente normales y motiles no hay mayor

evidencia de dafio al DNA que con eyaculados (20)
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La recuperacion espermatica se realiza antes o el mismo dia de la captura ovular en
la mujer. Aunque muchos laboratorios prefieren utilizar espermatozoides de testiculo
o epididimo en fresco en lugar de criopreservado, no hay evidencia sustancial que
indiqgue que los espermatozoides frescos den mejores resultados. Por razones
l6gicas y financieras, es preferible o mas practico el criopreservar esperma mucho
antes de la captura ovular. El lapso entre la crio preservacion y FIV/ICSI no afecta

las tasas de fertilizacion o las tasas de embarazo (20).

4.1.6. Complicaciones

Las complicaciones post operatorias de la extraccion espermatica son raras y
menores, incluyen dolor persistente, irritacion, infeccion y hematoma. Evidencia
ultrasonografica de dafio tisular puede ser observada poco tiempo después de la
extraccidn testicular espermatica, pero los cambios son transitorios. Para permitir una
adecuada recuperacion y restablecimiento de la espermatogénesis, el lapso minimo
entre procedimientos es de 3 a 6 meses. Luego de la vasectomia, cambios
histoldgicos testiculares como fibrosis y disminucién en el nimero de espermatides
ocurren, éstos empeoran con mayor tiempo de obstruccion; las tasas de embarazo
disminuyen también. No hay estudios que demuestren mayor riesgo de
malformaciones en recién nacidos cuando se realiza ICSI con espermatozoides

extraidos de hombres con azoospermia obstructiva (33).
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Todas las parejas a quienes se les realizara ICSI deben estar informadas de los
riesgos potenciales, que incluyen sindrome de hiperestimulacion ovarica,
complicaciones en la captura ovular, y los peligros y consecuencias de un embarazo
multiple, el cual se asocia a mayor morbilidad y mortalidad infantil, relacionados con
la gestacion pre-término. En los Estados Unidos de América (EUA),
aproximadamente 15.5% a 32.3% de los embarazos logrados mediante ICSI son
gemelares y 0.6% a 2.0% son trillizos o embarazos multiples; con tasas mas altas

entre las mujeres menores de 35 afios (33).

4.2. Inyeccidn Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI)

En casi todos los casos en los cuales los espermatozoides son extraidos
directamente de los testiculos o epididimos de hombres con azoospermia
obstructiva, la ICSI puede ser usada para lograr la fertilizaciébn porque las técnicas de
extraccidn espermatica en dichos pacientes rara vez brindan un nimero suficiente de
espermatozoides moviles para realizar inseminacion intrauterina o FIV estandar.
Cuando se utilizan espermatozoides extraidos de testiculos y epididimos para ICSl,
las tasas de fertilizacion varian entre 45% y 75% por cada ovocito inyectado; las de
embarazo clinico varian desde 26% a 57%. En la mayoria de los centros de
reproduccion asistida, se pueden esperar tasas de embarazo clinico entre 30% y
40% (16,20).

La ICSI consiste en la microinyeccion de un espermatozoide en el interior de un

ovocito que previamente se decumula (16,34).
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4.2.1. Técnica

A. Procedimientos de obtencidn y preparacion de espermatozoides

En la mayoria de los casos los espermatozoides provienen de eyaculado obtenido
por masturbacion antes o después de la aspiracion folicular. En pacientes con lesion
espinal por arriba de T10 es factible obtener muestra por eyaculado con estimulaciéon
vibratoria. Ante casos de lesidn nerviosa por diabetes o esclerosis multiple, la
electroeyaculacion puede utilizarse para obtener la muestra, pero si el paciente

conserva la sensibilidad es necesario emplear anestesia (16).

Cuando esto no es factible las dos técnicas mas utilizadas para obtencion de
espermatozoides son PESA y TESE. Esta Ultima, a su vez, puede realizarse con tres
tipos de variantes: abierta, percutanea y con micro diseccion. El tejido obtenido se

dilacera bajo el microscopio en una placa de Petri con medio de cultivo (16).

B. Crio preservacion de espermatozoides

Cuando se obtienen por PESA o TESE, los zoospermos pueden congelarse solos o
con el tejido testicular de acuerdo a las posibilidades del laboratorio de gametos. Si
hay muy pocos espermatozoides, estos se criopreservan mejor solos o en numeros
pequefios en el interior de zonas pelucidas vacias humanas, de ratobn o hamster
antes de afadir el crio protector (16). Los resultados son similares con la utilizacion

de ZP de diferentes especies. Las ZP vacias de hamster se pueden obtener en forma
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comercial. Aunque los resultados con utilizacion de zoospermos en fresco son
levemente superiores que con congelados y descongelados, para ICSI la diferencia

no es significativa (16).

C. Estimulacién ovarica controlada y aspiracion folicular

Si hay duda respecto a la posibilidad de obtencién de espermatozoides de epididimo
y testiculo, es preferible efectuar la biopsia antes de la estimulacién ovarica
controlada (EOC) y congelar los que se encuentren. Cuando no se desee retrasar
mas el procedimiento ante la posibilidad anterior, hay que discutir con la pareja y

obtener su consentimiento para la posible utilizacion de semen de donador (16).

D. Decumulacién o denudacion de las células de la granulosa de los 6vulos

Esto permite no solo la inyeccién precisa, sino también la evaluacion mas correcta de
la madurez ovular. Se efectia con medios quimicos y fisicos mediante pipeteo (a
través de didmetros de 125 a 175 pum) de los ovocitos en una soluciéon con
hialuronidasa con 8 a 10 Ul a temperatura de 37°C. La exposicion de los 6vulos y la
concentracion de hialuronidasa deben ser limitadas para evitar activacion
partenogenética. Una vez denudados los ovocitos se determina normalidad,
madurez y caracteristicas de los mismos y luego se incuban por mas de 20 minutos

(16,34).
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E. Capacitacion espermatica previa a la inyeccion

Los espermatozoides obtenidos de eyaculado se preparan de acuerdo a sus
caracteristicas con gradientes de densidad, con técnicas de swim up, o cuando las
condiciones lo permiten, con ambas técnicas para seleccionar los de optima calidad.
Si la muestra contiene muy pocos zoospermos, se efectla solo un lavado de los
mismos para remover las células y detritus del liquido seminal, con el fin de
concentrar, sin disminuir, el nUmero de ellos (16, 34).

Para espermatozoides de testiculo lo mas recomendable es una pequefia biopsia, de
preferencia con técnica microquirdrgica.

Los aspirados de epididimo se colectan en muestras separadas, se preparan con
gradientes de densidad y re suspenden en microgotas de medio de cultivo para
distribuirse en la placa de inyeccion.

El tejido testicular obtenido con biopsia se dilacera con agujas bajo el microscopio
para obtener los espermatozoides, los cuales luego se re suspenden en microgotas.
En caso de duda de vitalidad resulta util la prueba hiposmética, con la cual los
zoospermos Vivos muestran retraccion de la cola, mientras que los muertos no

experimentan cambios y se desechan (16, 34).

F. Equipo necesario para la microinyeccion

A los requerimientos de un buen laboratorio de gametos y embriones hay que

agregar la utilizacion de un micromanipulador con placas calefactoras y equipo anti
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vibratorio, manipuladores manuales o automaticos con joy stick, o los nuevos
aditamentos con rayo laser, donde el rayo laser diodo de 1.48 um infrarrojo se esta
utilizando en multiples centros de RA; ademas, un microscopio invertido para
diseccion, placas de Petri y micro pipetas de sujecién y de inyeccién, las cuales

pueden fabricarse en el mismo centro u obtenerse en casas comerciales (16, 34).

G. Técnica de inyeccion

Para la microinyeccion es conveniente que el protocolo que se utilice sea seguido
estrictamente y con el mismo control de calidad por todos los que realicen el
procedimiento. El entrenamiento en la técnica resulta indispensable y cada vez se

introducen mayores mejoras que repercuten en la optimizacion de resultados (16).

H. Preparacion de la placa de ICSI

En una placa de Petri se colocan varias gotas centrales con 4-5 pL de
polivinilpirrolidona (PVP) al 10% cada una, y luego se le afiade a cada una de ellas 1
pL de la solucion con los espermatozoides ya preparados. Se rodean las gotas de
PVP y espermatozoides con un numero variable de gotas de 4-5 pL de medio de
Flushing. Se cubren todas las gotas con aceite mineral o parafina estéril.

Una vez que esta preparada la caja e inmediatamente antes de la microinyeccion, se

colocan los ovocitos en las gotas con medio de Flushing (16,34).
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I. Seleccion, inmovilizacion y captura de los espermatozoides

Se introduce la punta de la pipeta en una gota de PVP al 10% y se aspira un
pequefio volumen del medio. Por la alta viscosidad del PVP se provoca disminucion
de la motilidad del espermatozoide, lo cual permite un mejor control del micro
inyector y facilita la inyeccion de una minima cantidad del medio durante la inyeccion.
La seleccién convencional de los espermatozoides se basa en la morfologia y

movilidad observadas a aumentos de entre 200 y 400X (16,34).

La inmovilizacion de cada espermatozoide seleccionado es crucial para
desestabilizar la membrana plasmatica y facilitar la liberacion del factor citosdlico del
espermatozoide, paso fundamental para inducir la activacion ovocitaria, la
descondensacion del nucleo espermatico y la formacion del prontcleo masculino.
Primero, por la viscosidad de la solucion, se disminuye la motilidad del
espermatozoide al colocarlo en una gota de polivinilpirrolidona (PVP). Con una micro
pipeta se frota con cuidado la cola contra la placa con movimientos laterales, y se
provoca una fractura por debajo de la pieza intermedia para no lesionar el centriolo,
indispensable para la formacion del huso bipolar en la primera division meiotica.

Los espermatozoides provenientes de testiculo o epididimo, por diferencias en la

permeabilidad de la membrana, requieren una inmovilizacion mas agresiva (16, 34).
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J. Procedimiento de micro inyeccion

El espermatozoide inmovilizado se aspira a partir de la cola en la micro pipeta de
inyeccion que contiene PVP.

El ovulo se fija con una pipeta de sujecion (holding pipete) verificando que el cuerpo
polar se encuentre en la posicion “6” o “12” del reloj para disminuir la probabilidad de
lesionarlo. Aunque rara vez es necesario, esto también se ha logrado con la
utilizaciéon en el micro manipulador de luz polarizada especificamente disefiada
(Polscope®, Spindle View® ICSI Guard®) para la visualizacion del huso por

birrefringencia, sin necesidad de tincién de los ovocitos (16,34).

El procedimiento se lleva a cabo en un laboratorio de reproduccion asistida que
reuna todos los requisitos de control de calidad, utilizando un micro manipulador con
placas de calefaccién, equipo de videograbacion y mesa anti vibratoria. En una placa
de plastico de micro inyeccion que contiene las microgotas cubiertas con aceite
mineral, se trabaja con palancas de mando tipo joystick. Se mantiene
permanentemente en foco la punta de la aguja micro inyectora, y en la zona
ecuatorial del ovocito, alrededor de la zona “3” del reloj, se punciona la zona pelucida

y la membrana plasmética del ovocito (oolema) (16,34).

Se aspira un poco de citoplasma para confirmar la penetracion y se libera el
espermatozoide junto con el citoplasma aspirado (Figura 2). Con suavidad, se retira
la micro aguja sin arrastrar con ella el espacio peri vitelino y se observa la

restauracion de la posicion de la membrana plasmatica (Figuras 1 y 2). A
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continuacion se libera el ovocito de la pipeta de sujecion y se coloca dentro de una
incubadora en una caja con medio de cultivo. Se evalla la fecundacién 12-16 horas

después (16,34).

Pérez Pefia; Atencion Integral de la Infertilidad

Figura 1. Técnica de ICSI. A) Inmovilizacion del espermatozoide con compresion
leve de la cola. B) Aspiracion del espermatozoide en la microaguja. C) Fijacion del
ovocito a la pipeta. D) Introduccion de la microaguja. E) Inyeccion del

espermatozoide en el citoplasma ovular. F) Ovocito inyectado
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Pérez Pefia; Atencion Integral de la Infertilidad

Figura 2. Inyeccion Intracitoplasméatica de espermatozoides (ICSI). PS: micro pipeta

de sujecion (holding); PI: micro pipeta de inyeccion

K. Incubacién de oocitos microinyectados

Se lavan los oocitos microinyectados en 3 gotas de 40 yL de medio IVF y se
trasladan a gotas de 20 pL de medio IVF en la placa de cultivo.
Estas se cubren con 3 mL de aceite mineral y se pasan a la incubadora, donde

permanecen hasta la evaluacion para determinar si ocurrié o no fecundacion (16,34).

L. Evaluacion de fertilizaciéon y division celular

La tasa de fecundacion por oocito microinyectado es de alrededor del 80%. Aun en

ICSI puede presentarse poliploidia, no por exceso en la penetracion de

espermatozoides, sino por la falta de extrusion y posterior activacion del segundo

corpusculo polar o también por fragmentacion. Ocasionalmente se observa
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activacion partenogenética en presencia de 1 PN, lo que se favorece con el
tratamiento con hialuronidasa durante la decumulacion (16).

La mayoria de las fallas de fecundacion se deben a expulsion del espermatozoide en
el espacio peri vitelino por perforacion inadecuada de la membrana del oocito. Otros
casos se deben a la inyeccion de espermatozoides de dudosa viabilidad, creyendo

gue solo les faltaba motilidad. (16, 34)
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se reconoce a la infertilidad como un problema de salud publica a nivel mundial por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El vardn es el causal en cerca del 30%
de las parejas infértiles como factor Gnico, con un 20% adicional en forma

compartida.

La prevalencia de todos los tipos de azoospermia, obstructiva o secretora, definida
como ausencia completa de espermatozoides en el eyaculado, es menor al 1% entre

todos los hombres y aproximadamente del 10% al 15% entre los hombres infértiles.

Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) en las ultimas dos décadas han logrado
que miles de parejas infértiles tengan hijos, asi como el desarrollo de las técnicas de
recuperacion espermatica (MESA, PESA, TESE, TESA) ahora permiten a pacientes
con azoospermia, obstructiva o secretora, utilizar sus propios espermatozoides, ya

sea en fresco o criopreservados, para lograr un recién nacido sano.

No hay duda de que se logran altas tasas de embarazo, tanto en azoospermia

obstructiva como secretora, con espermatozoides provenientes de biopsia testicular

e ICSI.
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Por lo cual nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:
¢, Cual es el resultado de ICSI al utilizar espermatozoides criopreservados en parejas

a las que se efectud biopsia testicular por azoospermia obstructiva o secretora?
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6. JUSTIFICACION

MAGNITUD

Para la fertilidad normal, tanto el hombre como la mujer deben ser capaces de
proporcionar gametos de buena calidad. Con frecuencia el hombre es relegado en el
estudio de la pareja infértil, y se tiende a olvidar que este factor guarda una estrecha
interdependencia con los demas, y que la disminucion de la capacidad reproductiva
en un hombre se manifestara o no de acuerdo con el potencial de fertilidad de su
compafiera o viceversa. Los problemas para él se inician cuando el examen del

semen es anormal y esto persiste en estudios posteriores.

Un grupo de investigacién danés sefiala que en el mundo la calidad y las cuentas
espermaticas han disminuido en los ultimos 50 afios probablemente a consecuencia

de la contaminacion industrial y a otros factores ambientales.

La prevalencia de todos los tipos de azoospermia es menor al 1% entre todos los
hombres. Aunque la azoospermia tiene muchas causas, aproximadamente 40 % se

debe a la obstrucciéon del sistema ductal.

En nuestro medio existen limitantes para conocer con precision el numero de casos
de azoospermia. Las biopsias testiculares para recuperacion espermatica mas ICSI

surgen como la solucién para estas parejas que buscan la paternidad.
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TRASCENDENCIA

La relevancia de este estudio estriba en que de demostrarse en nuestro
medio que es muy efectivo, en tasas de embarazo y recién nacidos vivos, utilizar en
casos de AO y AS espermatozoides recuperados de una biopsia o aspiracion y
criopreservados previo al inicio de una estimulacion ovérica, se lograra reducir las ya
de por si elevadas tasas de estrés y ansiedad en la pareja. Principalmente
generadas al no saber si se encontraran espermatozoides o no, ademas de no
conocer la calidad de los mismos y por lo tanto el prondstico de cada caso en

particular.

FACTIBILIDAD

Desde su inicio el Instituto de Ciencias en Reproduccién Humana Vida Guadalajara
en el Hospital de Especialidades Centro Médico Puerta de Hierro registra todos los
pardmetros relevantes en los diferentes casos que requieren reproduccion asistida,
por lo cual este estudio cuenta con los datos necesarios para la realizacion de los

objetivos de la investigacion.
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VIABILIDAD

Para la realizacion de este protocolo de investigacion se conté con el conocimiento
cientifico del asesor asi como la experiencia y cooperacion del personal del Instituto
que intervino en la técnica de extraccion de espermatozoides mediante biopsia

testicular, criopreservacion de espermatozoides y la técnica de ICSI.
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7. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la efectividad del ICSI utilizando espermatozoides criopreservados de
pacientes en quienes se realiz6 biopsia testicular por azoospermia obstructiva

y no obstructiva.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Medir la tasa de recuperacion espermatica en azoospermia secretora con
multitese.

Medir la tasa de recuperacion espermatica en azoospermia obstructiva con
tese.

Determinar la tasa de implantacion en parejas con azoospermia obstructiva y
secretora que se sometieron a ICSI.

Determinar la tasa de fertilizaciébn en parejas con azoospermia obstructiva y
secretora que se sometieron a ICSI.

Definir la tasa de embarazo clinico en parejas con azoospermia obstructiva y
secretora que se sometieron a ICSI.

Definir la tasa de abortos en parejas con azoospermia obstructiva y secretora

gue se sometieron a ICSI.

Pagina | 41



Hi:

Ho:

8. HIPOTESIS

‘La efectividad del ICSI utilizando espermatozoides criopreservados de
pacientes en quienes se realizd biopsia testicular por azoospermia obstructiva

es mayor que en los pacientes con azoospermia no obstructiva.”

‘La efectividad del ICSI utilizando espermatozoides criopreservados de
pacientes en quienes se realizd biopsia testicular por azoospermia obstructiva

es menor que en los pacientes con azoospermia no obstructiva.”
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9. MATERIAL Y METODOS

9.1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio de cohorte retrospectiva.

9.2. UNIVERSO DE ESTUDIO

Parejas infértiles con diagndstico de azoospermia obstructiva o secretora a
quienes se les realizd recuperacion espermética con criopreservacion e ICSI.

Todos los pacientes fueron vistos en el Instituto Vida Guadalajara.

9.3. CRITERIOS DE SELECCION

9.3.1. Criterios de Inclusiéon

1) Parejas con infertilidad por factor masculino y diagnéstico de azoospermia de
cualquier tipo y origen.

2) Todas las parejas que fueron sometidas a ICSI.

3) Todas las parejas con registro de prueba de embarazo.

4) Todas las pacientes con registro de embarazo clinico o aborto.

5) Todas las parejas atendidas en el Instituto Vida en el Hospital Puerta de Hierro

durante el periodo enero del 2009 a diciembre del 2013.
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9.3.2. Criterios de Exclusion
1) Pacientes con expedientes incompletos.
2) Parejas a quienes no se les haya realizado ICSI.
3) Pacientes a quienes se les recuperaron espermatozoides y que fueron
utilizados en fresco.

9.3.3. Criterios de No Inclusion

1) Pacientes con diagnéstico inicial de azoospermia quienes en muestra de

semen previa a la biopsia tenian espermas en el eyaculado.

9.4. SEDE DEL ESTUDIO

Instituto de Ciencias de la Reproduccién Humana Vida Guadalajara, con sede en el

Hospital Puerta de Hierro.
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9.5. DEFINICION DE VARIABLES

9.5.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

A. Azoospermia obstructiva: Tipo de azoospermia en el cual se encuentra ausencia
de espermatozoides en el eyaculado debido a problemas en el conducto deferente o
el epididimo pero los testiculos si son capaces de fabricar espermatozoides en su

interior.

B. Azoospermia secretora (No obstructiva): Tipo de azoospermia en el cual se
encuentra ausencia de espermatozoides en el eyaculado causada por enfermedad
intrinseca a los testiculos (falla testicular primaria) o por anormalidades endocrinas u
otras condiciones (andrégenos exdgenos, calor, gonadotoxinas) que suprimen la
espermatogénesis, también denominada falla testicular secundaria, caracterizada por
alteracion en la espermatogénesis, que varia en grados desde inmadurez hasta

sindrome de células de Sertoli.

9.5.2. VARIABLES DEPENDIENTES

A. Tasa de implantacion: Numero de sacos gestacionales entre el nimero total de

embriones transferidos.

B. Tasa de embarazo clinico: Presencia de saco gestacional con latido cardiaco fetal

a las 7 semanas de embarazo por ciclo de ICSI realizado.
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C. Tasa de fertilizaciéon: Numero de 6vulos fertilizados entre évulos inyectados.

D. Tasa de abortos: NUumero de abortos entre las mujeres en edad reproductiva.

E. Tasa de recuperacién espermatica: Numero de pacientes en los que se recuperé

espermatozoides entre el total de los que se les realizé biopsia testicular.

9.5.3. VARIABLES INTERVINIENTES
Edad

9.6. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE

TIPO DE
VARIABLE

INDICADOR

MEDICION
ESTADISTICA

Azoospermia
obstructiva

Independiente
Nominal
dicotomica

Presente / Ausente

Medidas de tendencia
central. Numeros crudos
y proporciones.

Independiente

Presente / Ausente

Medidas de tendencia

Azoospermia Nominal central. Numeros crudos
secretora Dicotomica y proporciones
Tasa de Dependiente Numero de sacos gestacionales por

implantacion Ordinal numero de embriones transferido NUmeros crudos y

Discreta (n=x) proporciones
Tasa de Dependiente Numero de ovulos fertilizados entre NUmeros crudos y
fertilizacion Ordinal ovulos inyectados proporciones
Discreta (n=x)
Tasa de de Dependiente Latido fetal a las 7 semanas NUmeros crudos y

embarazo clinico

Nominal
Dicotomica

(presenta / no presenta)

proporciones

Tasa de abortos

Dependiente

NUmero de abortos entre mujeres

Numeros crudos y

Ordinal en edad reproductiva proporciones
Discreta
Tasa de Dependiente NuUmero de pacientes en quienes se Numeros crudos y
recuperacion Ordinal recuper6 espermatozoides entre los proporciones
espermatica Discreta que se les realizé biopsia testicular
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9.7. TAMANO DE MUESTRA

No probabilistica, muestreo por conveniencia.

9.8. TECNICA DE RECOLECCION DE INFORMACION

Se identificaron todos los registros y/o expedientes clinicos de pacientes con
diagnoéstico de azoospermia obstructiva o secretora a quienes se les realizé biopsia
testicular y posteriormente se les realizé ICSI, analizando la informacion se formaron
dos grupos, el primer grupo incluyo a aquellas parejas con diagnéstico de
azoospermia obstructiva y el segundo grupo a parejas con diagnostico de
azoospermia secretora. En ambos grupos se buscaron las tasas de recuperacion
espermatica, fertilizacion, embarazo clinico y abortos. Se describe también el logro

porcentual de embarazos en ambos grupos.

9.9. METODO ESTADISTICO

Dado el tipo de estudio realizado se utilizaron métodos de estadistica descriptiva

convencionales (tasas, promedios, rangos y desviacion estandar). Para la diferencia

de medias entre ambos grupos se utilizo una prueba t de student. Esta misma prueba

fue utilizada para analizar diferencias entre medias de algunos datos colectados.
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9.10. CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio de investigacion se apeg6 a los principios emanados de la 182 asamblea
meédica de Helsinki, Finlandia en 1964, de las modificaciones hechas por la por la
propia asamblea en Tokio, Japon en 1975 y en el 2001 donde se contempld la
investigacion médica (Investigacion Clinica). Acorde con la Ley General de Salud de
México. Se manifesto el respeto a la persona, la vida y la seguridad asi como a todos
los derechos de confidencialidad de quienes integraron la unidad de investigacion.
En ningn momento fueron revelados en el estudio tanto nombres u otras
caracteristicas que pudieran permitir la identificacion del paciente en especifico. Se
cumpli6 con las consideraciones de la norma de instituciones en materia de
investigacion cientifica realizando la investigacion personal calificado del Hospital

Puerta de Hierro.

9.11. RECURSOS

9.11.1. Humanos: Investigador, asesor académico y asesor operacional.

Bidlogos de la reproduccion humana, bidlogos, personal de enfermeria, andrélogo,

personal de quiréfano, secretarias del Instituto Vida Guadalajara.
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9.11.2. Materiales: Expedientes clinicos, computadora, impresora, calculadora, 100
hojas blancas, lapiz, y diverso material de oficina.

Se utilizaron en el laboratorio los siguientes materiales por procedimiento: 3 Tubo
Falcon 2001, 2 Tubo Falcon 2009, guantes estériles sin talco, pipetas de vidrio
estériles, navajas de bisturi estériles, cajas de petri 1008, caja de 4 pocillos, gasas,
porta objetos, crioviales y varillas de aluminio sujetadoras y camara de congelacion.
Ademas se utilizaron los reactivos HTF HEPES, Global Fertilization, suero sintético
substituto, albumina sérica humana. Para la recoleccion de los datos en laboratorio

se utilizaron hojas de reporte para biopsia testicular.

9.11.3. Financiamiento: El costo de este protocolo de investigacién, fue cubierto por

el investigador y los recursos propios del hospital.
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10. RESULTADOS

Se analizaron los expedientes de un total de 63 parejas, de los cuales solo 54
cumplieron con los criterios establecidos para participar en la investigacion.

Del total de parejas, se obtuvo un promedio de edad para los hombres de 36.98 afios
con desviacion estandar (DS) de 7.53 afios y para las mujeres el promedio de edad
fue de 32.9 afios con DS de 4.05 afios.

En el grupo de varones se midid6 FSH sanguinea por protocolo convencional, siendo
su promedio para ambos grupos de 8.39 mUI/ml con DS de 6.9 mUl/ml.

Para el grupo de las mujeres se obtuvo un namero total de évulos recolectados de
525, con un promedio por paciente de 10.2 con DS de 5.5 6vulos.

Del total de 6vulos recolectados, 430 en metafase Il fueron inyectados con un
promedio por paciente de 8.43 con DS de 3.8 6vulos.

Del total de évulos inyectados, fertilizaron 313, con un promedio de 6.13 con DS de
3.8 ovulos.

Se transfirieron un total de 121 6vulos fertilizados, con un promedio por paciente de

2.3 con DS de 0.95 6vulos.

Las 54 parejas se dividieron en 2 grupos (TABLA N°1).

El grupo 1 correspondiente a azoospermia no obstructiva (secretora), que incluyo
27 parejas, con edad promedio de 34.1 afios para hombres (DS 5.4 afios) y en
mujeres la edad promedio fue de 32.1 afios (DS 3.1 afios).

En este grupo, la FSH en varones present6 valores promedio de 11.16 mUl/ml (DS

8.9 mUl/ml).
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Para el grupo de las mujeres se obtuvo un namero total de 6vulos recolectados de
237, con un promedio por paciente de 9.1 con DS de 6.6 6vulos.

Del total de o6vulos recolectados, 201 en metafase Il fueron inyectados con un
promedio por paciente de 7.7 con DS de 5.9 6vulos.

Del total de oOvulos inyectados, fertilizaron 152, (75.6%) con un promedio de 5.8
ovulos por paciente con DS de 4.9 6vulos.

Se transfirieron un total de 51 évulos fertilizados, con un promedio por paciente de
1.9 con DS de 1.3 évulos.

En este grupo se obtuvo prueba de embarazo positiva en 8 de 19 pacientes a
quienes se recuperé espermas (42%)y se realiz6 ICSI en estos casos, con un total
de 5 embarazos a término (26%), 1 embarazo gemelar (5%), 1 huevo anembrionico
(5%) y 1 huevo muerto retenido (5%).

El grupo 2 correspondiente a azoospermia obstructiva, incluy6 27 parejas, con edad
promedio de 39.8 afios para hombres (DS 7.6 afios) y en mujeres la edad promedio
fue de 33.6 afios (DS 4.5 afos).

En este grupo, la FSH en varones presentd valores promedio de 5.6 mUl/ml (DS 1.6
mul/ml).

Para el grupo de las mujeres se obtuvo un namero total de 6vulos recolectados de
288, con un promedio por paciente de 10.6 con DS de 4.8 6vulos.

Del total de o6vulos recolectados, 229 en metafase Il fueron inyectados con un
promedio por paciente de 8.48 con DS de 4.1 6vulos.

Del total de oOvulos inyectados, fertilizaron 161 (70.3%), con un promedio de

5.106vulos por paciente con DS de 2.8 évulos.
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Se transfirieron un total de 70 évulos fertilizados, con un promedio por paciente de
2.5 con DS de 0.57 6vulos.

Cabe destacar que en este grupo se recuperaron espermatozoides en el 100% de
los pacientes a quienes se les realiz6 biopsia testicular y posteriormente ICSI.

En este grupo se obtuvo prueba de embarazo positiva en 14/27 (51.8%) de los
casos, con un total de 7 embarazos a término (25.9%), 4 embarazos gemelares
(14.8%), 2 huevos muertos retenidos (7.4%) y 1 aborto incompleto (3.7%), el resto 13

(48.2%) reportd prueba de embarazo negativa.
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TABLA N° 1. Caracteristicas generales de Azoospermia No obstructiva (secretora) vs

obstructiva

Caracteristicas

Ndmero de 27 27 54

pacientes

Edad Hombres

Edad Mujeres 321+31 33.6+45 P=0.1

FSH Hombres
(mUl/ml)

Total N° 6vulos

recolectados
Ovulos : ; 10.6 + 4.8

N° ciclos de 19 27
ICSI

recolectados

por paciente

Total N° 6vulos
inyectados
Ovulos 7+5. 8.48+4.1

inyectados por

paciente

Total N° 6vulos
fertilizados

Ovulos
fertilizados por
paciente

Total N° 6vulos
transferidos
Ovulos 19+1.3 2.5+0.57

transferidos por
paciente
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TABLA N° 2. Resultados de ICSI y Transferencia de Embriones con

recuperacién espermatica en parejas de pacientes con azoospermia
No obstructiva vs obstructiva

Variable

N° de ciclos

Pacientes con

recuperacion

espermatozoides

Tasa de
Recuperacion

Espermatica

70.4 % 100 %

N° 6vulos

recolectados

N° 6vulos

Inyectados

N° 6vulos

fertilizados

Tasa de

Fertilizacion

75.6 % 70.3 %

N° embriones

transferidos

Tasa de

Implantacion

Tasa de

embarazo clinico

Tasa de abortos

25.7 %

12.5% 21.4%
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11. DISCUSION

La principal indicacion de la ICSI, desde sus inicios, ha sido el factor masculino (FM)
severo como causa de infertilidad, ya sea por alteraciones graves en el seminograma
(teratozoospermia, astenozoospermia, criptozoospermia e incluso azoospermias
obstructiva y no obstructivas). Estas dltimas en nuestro estudio requirieron biopsia

testicular.

Se demostrd una mayor tasa de éxito en todos los parametros analizados en el grupo
de AO contra AS. Mejor tasa de recuperacion espermatica, mayor tasa de
fertilizacion, embarazo clinico y menor tasa de abortos con diferencia

estadisticamente significativa.

La tasa de recuperacion espermatica fue del 100% en el grupo de AO
comparativamente mayor a la lograda en la AS de 70.4 %. Nuestra tasa de
recuperacion espermatica en el grupo de pacientes con falla testicular (AS) es
comparativa con la reportada en la literatura. Existen reportes con la técnica que
empleamos en este grupo de pacientes (MultiTESE) que demuestran recuperacion

espermatica en un 35.1% de los casos.

Con respecto al nivel de FSH, encontramos un mayor nivel de dicha hormona en

pacientes con AS contra pacientes con espermatogénesis normal (AO). Este

pardmetro ha sido descrito como un indicador confiable para identificar pacientes con
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falla testicular al tener niveles mayores a 7.6 mUI, en nuestro caso el promedio fue

de 11.16 mUI/ml en el grupo de AS y de 5.6 mUI/ml en AO.

Por otra parte, uno de los debates principales en los centros de fertilidad respecto a
los pacientes con azoospermia que iran a ICSI, se basa en el uso de espermas
criopreservados Vs espermas frescos, con argumentos basados en publicaciones
previas que sugieren menores tasas de fertilizacidbn, embarazo clinico y mayores
tasas de aborto al utilizar espermas criopreservados. En nuestro caso en todos los

pacientes se utiizaron solo espermatozoides criopreservados.

Los resultados respecto a tasas de fertilizacién, embarazo a término y aborto fueron
similares a las reportadas en la literatura al utilizar espermas criopreservados. Se
logré una tasa de fertilizacion del 70.3 % en AO, similar al 68.9% reportado en un
meta analisis (18). Dicha tasa en AS fue del 75.6 % en nuestro caso, comparado con
64.7% en dicho meta analisis. La tasa de aborto al comparar ambos grupos fue del
21.4 % en AO y de 12.5 % en AS. En la literatura esta reportada una tasa del 7.6%
en AO y 10% en AS. Esto difiere a lo reportado previamente. La tasa de embarazo
clinico y nacidos vivos en nuestro caso fue del 40.7 % en AO y de 31.5 % en AS
respectivamente. Los reportes en la literatura demuestran en AO 28.8% de
embarazo clinico y 26.6% de nacidos vivos en AS. Es decir en nuestro propio medio,
al utilizar espermatozoides criopreservados, no solo logramos similares tasas de
exito que al utilizarlos en fresco, ademas se logré una ventaja adicional a la pareja, al

conocer previamente el status de fertilidad del varon y la calidad de espermas
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recuperados antes de iniciar la estimulacién en la pareja femenina. Con lo cual el

nivel de certidumbre aumenta y el de stress disminuye notablemente.

Las tasas de éxito fueron menores en AS que en AO con diferencia estadistica,
congruente con lo reportado previamente. Sin embargo, la mayoria de estudios
compara pacientes con espermas frescos. En nuestro estudio comparamos ambos

grupos utilizando solo espermas criopreservados, por la razén ya descrita.

Si bien este trabajo de investigacion tuvo como limitante el tamafio de la muestra,
tenemos la conviccion que los resultados obtenidos pueden sentar las bases para
nuevos estudios que nos permitan dilucidar mejor el papel de la utilizacion en
espermatozoides recuperados con biopsia testicular, criopreservados y luego

utilizarlos de forma segura para ICSI en distintos tipos de azoospermia.
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12. CONCLUSIONES

Uno de los debates principales en los centros de fertilidad respecto a los pacientes
con azoospermia que irdn a ICSlI, se basa en el uso de espermas criopreservados Vs
espermas frescos, con argumentos basados en publicaciones previas que sugieren
menores tasas de fertilizacion, embarazo clinico y mayores tasas de aborto al utilizar

espermas criopreservados.

Utilizando solo espermatozoides criopreservados se demostré una mayor tasa de
éxito en todos los parametros analizados en el grupo de AO contra AS. Mejor tasa de
recuperacion espermatica, mayor tasa de fertilizacién, embarazo clinico y menor tasa

de abortos con diferencia estadisticamente significativa.

La tasa de recuperacion espermatica fue mayor en el grupo de AO a la lograda en la

AS. Nuestra tasa de recuperacién espermatica en el grupo de pacientes con falla

testicular (AS) es comparativa con la reportada en la literatura.

Con respecto al nivel de FSH, encontramos un mayor nivel de dicha hormona en

pacientes con AS contra pacientes con espermatogénesis normal (AO).

Los resultados respecto a tasas de fertilizacidbn, embarazo clinico, embarazo a

término y recién nacidos vivos fueron mayores en AO en comparacion con AS. La
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tasa de aborto al comparar ambos grupos fue mayor en AO que en AS. Esto difiere a

lo reportado en la literatura.

Por lo cual concluimos que los resultados obtenidos pueden sentar las bases para
nuevos estudios que nos permitan dilucidar mejor el papel de la utilizacion en
espermatozoides recuperados con biopsia testicular, criopreservados y luego

utilizarlos de forma segura para ICSI en distintos tipos de azoospermia.
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14. ANEXOS

Anexo 1

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

“RESULTADOS DE ICSI CON ESPERMATOZOIDES CRIOPRESERVADOS EN
AZOOSPERMIA OBSTRUCTIVA VS NO OBSTRUCTIVA”

NOMBRE:
VOLUMEN

EDAD VALOR DE FSH TESTICULAR TIPO DE AZOOSPERMIA
RECUPERACION ESPERMATICA SI () NO ()
NOMBRE PAREJA: EDAD

ICSI PRUEBA DE
EMBARAZO EVOLUCION DE OBSERVACIONES
EMBARAZO

NUMERO OVULOS POSITIVA ( ) ABORTO ()

FERTILIZADOS
TRANSFERIDOS:

NEGATIVA( )

EMBARAZO A TERMINO
« )
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Anexo 2

MARZO-ABRIL MAYO JUNIO
ETAPA 2014 2014 2014
Realizacibn y entrega del
protocolo a revisibn por los X
asesores
Modificaciones hechas por los X
asesores de tesis
OBTENCION AUTORIZACION X
Por el Comité Local de
Investigacion en salud
RECOLECCION INFORMACION X X
ALMACENAMIENTO DE DATOS X
ORDENAMIENTO DE DATOS X
CONTROL DE CALIDAD X
REALIZACION DE RESULTADOS
DISCUSION Y CONCLUSIONES X
ALMACENAR INFORMACION X
PROCESAMIENTO Y ANALISIS X

DE DATOS. REPORTE FINAL
DE TESIS
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Anexo 3
GLOSARIO

Analisis de semen
Examen microscopico del liquido eyaculado pare determinar el numero de

espermatozoides, su forma, y su habilidad pare moverse.

Anovulacion

Falla o ausencia de ovulacion.

Azoospermia

Ausencia de espermatozoides en el eyaculado.

Azoospermia obstructiva
Tipo de azoospermia en el cual se encuentra ausencia de espermatozoides en el
eyaculado debido a problemas en el conducto deferente o el epididimo, pero los

testiculos si son capaces de fabricar espermatozoides en su interior.

Azoospermia Secretora (No obstructiva)

Tipo de azoospermia en el cual se encuentra ausencia de espermatozoides en el
eyaculado causada por enfermedad intrinseca a los testiculos (falla testicular
primaria) o por anormalidades enddécrinas u otras condiciones (andrégenos
exégenos, calor, gonadotoxinas) que suprimen la espermatogénesis, también

denominada falla testicular secundaria, caracterizada por alteracibn en la
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espermatogénesis, que varia en grados desde inmadurez hasta sindrome de células

de Sertoli.

Biopsia Testicular
Procedimiento quirdrgico, que consiste en realizar una pequefia incision para extraer
fragmentos internos de testiculo que se evaluaran para detectar si hay o no

presencia de espermatozoides.

Congelacion de semen

Técnica que permite congelar conservar y mantener espermatozoides a bajas
temperaturas (-196°C) durante largos periodos de tiempo sin pérdida de su
capacidad fecundante, utilizando sustancias y medios crio protectores que protejan al

maximo los espermatozoides del dafio que puedan causar las bajas temperaturas.

Detencion de maduracién (MA)
Trastorno caracterizado por una detencion de la secuencia de maduracion

espermatica.

Fertilizacion in vitro (IVF en Inglés)

Método de reproduccion asistida que involucra la remocion quirargica de o6vulos
desde los ovarios de la mujer, los cuales son combinados con los espermas, en el
laboratorio. Si se produce la fertilizacion, el embrion resultante es puesto en el utero

de la mujer.
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Foliculo
Saco lleno de liquido ubicado justo por debajo de la superficie ovarica y que contiene

el huevo inmaduro (ovocito).

Hipoespermatogénesis
Trastorno en el cual los tubulos muestran una poblacion severamente disminuida de

células germinales y pobre espermatogénesis.

Hormona Foliculo-estimulante (FSH)
Gonadotropina que estimula el crecimiento folicular ovarico, con desarrollo y
maduraciéon de ovocitos en la mujer, y en los hombres la produccion de

espermatozoides.

Hormona luteinizante (LH)
Hormona que estimula la fase final de maduracion, favorece la ovulacion, y estimula

la secrecion de progesterona al transformar el foliculo roto en cuerpo luteo.

Inyeccidn Intracitopladsmatica de espermatozoides (ICSI)

Método de reproduccion asistida que consiste en la microinyeccion de un

espermatozoide en el interior de un ovocito previamente decumulado.
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Micromanipulacion
Grupo de procedimientos en los cuales bajo el microscopio operatorio Ovulos,
espermatozoides u o6vulos fecundados en diferentes fases de desarrollo son

manipulados pare mejorar las posibilidades de fertilizacion o implantacion.

Medios Crioprotectores
Soluciones isosméticas con el plasma seminal, de semejante fuerza ibnica,
capacidad amortiguadora y un pH cercano a la neutralidad que aportan energia a las

células espermaticas.

Ovulacién
Liberacion de un 6vulo maduro desde su foliculo ubicado en la capa externa del
ovario. Generalmente ocurre en el dia 14 o 15 de un ciclo de 28 dias, o 14 dias antes

del primer dia de la proxima menstruacion.

Progesterona

Hormona femenina secretada por el ovario durante la segunda mitad del ciclo
menstrual por el cuerpo lateo. La progesterona prepare el revestimiento interno del
Utero para la implantacion del huevo fertilizado. En caso de embarazo se produce por

el trofoblasto.
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Sindrome de solo células de Sertoli
Alteracion en la cual no se encuentra ningun espermatozoide en los tubulos
seminiferos, tan solo existen células de Sertoli, también se denomina aplasia

germinal.

Sindrome de Células de Sertoli Incompleto (iISCOS)
Alteracion en la cual las células germinales estan presentes en pocos tubulos;

mientras la mayoria muestran solo células de Sertoli.

Tasa de Embarazo Clinico
Se define como la presencia de saco gestacional mas latido cardiaco fetal a las 7

semanas de gestacion por ciclo realizado.

Tasa de Implantacion
Se define como el nimero de sacos gestacionales entre el niumero total de

embriones transferidos.

Vasectomia
Procedimiento quirdrgico que consiste en la seccion y ligadura de los conductos
deferentes. Como consecuencia, en poco tiempo el semen eyaculado no contiene

espermatozoides.
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