UROLOGIA

COMPARACION DE LA EFICIENCIA DE ESPERMATOZOIDES
FRESCOS Y CRIOPRESERVADOS PROVENIENTES DE
PACIENTES AZOOSPERMICOS OBSTRUCTIVOS Y )
SECRETORES UTILIZANDO LA TECNICA DE INYECCION
INTRACITOPLASMATICA DE UN ESPERMATOZOIDE (ICSI).

COMPARATIVE EFFICIENCY OF FRESH AND

CRYOPRESERVED SPERMATOZOA FROM PATIENTS WITH Articulo de revisién
OBSTRUCTIVE AND AZOOSPERMIA, USING
INTRACYTOPLASMIC SPERM INJECTION (ICSI). Revision article
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RESUMEN: Antecedentes: El uso de espermatozoides criopreservados epididimarios/testiculares, es un procedi-
miento rutinario de los Laboratorios de Reproduccion Asistida. El objetivo de este trabajo fue comparar la eficiencia
de espermatozoides frescos y criopreservados de pacientes que presentaban azoospermia obstructiva y secretora,
cuando fueron utilizados en la técnica de ICSI.

Meétodos: Andlisis retrospectivo de casos. Fueron realizados 48 (55,8%) y 38 (44,2%) de 86 Ciclos de pacientes
Azoospérmicos Obstructivos (OAC) utilizando espermatozoides frescos (F) y criopreservados (C), respectivamente.
Setenta y uno de 109 (65,1%) Ciclos de pacientes Azoospérmicos Secretores ( SAC) realizados con espermatozoides
F, fueron programados durante el mismo periodo, pero sélo en 43 de los 71 (60,6%) se hallaron espermatozoides;
en 38 de 109 SAC (34,9%), se utilizé una muestra de espermatozoides criopreservada con anterioridad. Se anali-
zaron la tasa de fertilizacion normal, la calidad embrionaria y las tasas de implantacion, embarazo clinico y aborto.
Resultados: Las mujeres del grupo F-SAC fueron significativamente mds jovenes que aquéllas del grupo C-SAC
(30,87 + 3,8 afios vs. 32,5 +3,7 aiios, p = 0,039). Las tasas de fertilizacion normal, embarazo, implantacion y abor-
to no mostraron diferencias cuando fueron utilizados espermatozoides F'y C en pacientes azoospérmicos obstruc-
tivos y secretores. Llamativamente, los embriones obtenidos en el grupo F-SAC presentaron significativamente me-
jor calidad embrionaria que aquéllos del grupo C-SAC (72,8% vs. 49,6% de embriones Clase IlI-1V, p = 0,0032).

Conclusién: Se obtienen similares resultados con el uso de espermatozoides frescos o criopreservados en pacien-
tes obstructivos y secretores, en términos de tasa de fertilizacion, embarazo clinico, implantacion y aborto.
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SUMMARY: Background: Use of frozen-thawed epididymal/testicular spermatozoa is a routine procedure in
Assisted Reproduction Laboratories. The purpose of this study was to compare fresh and cryopreserved sperm effi-
ciency in patients with obstructive and azoospermia when used in ICSI.

Methods: Retrospective case analysis. Forty-eight (55.8%) and 38 (44.2%) out of 86 Obstructive Azoospermic
Cycles (OAC) were performed using fresh (F) and cryopreserved (C) spermatozoa respectively. Seventy-one out of
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109 (65.1%) Non-obstructive Azoospermic Cycles (SAC) using F sperm, were scheduled during the same period of
time but only in 43 out of the 71 (60.6%) spermatozoa were found; in 38 out of 109 SAC (34.9%), a previously cry-
opreserved sample was used. Normal fertilization rate, embryo quality, implantation, clinical pregnancy and mis-
carriage rates were analyzed.

Results: Females in F-SAC group were significantly younger than in C-SAC (30.87 + 3.8 years vs. 32.5 3.7 years,
p— 0.039). Normal fertilization, pregnancy, implantation and miscarriage rates were not significantly different
when F and C spermatozoa were used in obstructive and Non-obstructive azoospermic patients. Interestingly,
embryos obtained from F-SAC presented significantly better morphology than those from C-SAC (72.8% vs. 49.6%
Class III-1V embryos, p = 0.0032).

Conclusion: The use of fresh or cryopreserved spermatozoa in obstructive and Non obstructive azoospermic

patients, renders similar results in terms of fertilization, pregnancy, implantation and miscarriage rates.

(Rev. Arg. de Urol., Vol. 66, N° 4, Pég. 194, 2001)
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INTRODUCCION

Las técnicas de Inyeccién Intracitoplasmatica de un
Espermatozoide (ICSI), Aspiracién Percutdnea Epidi-
dimaria (PESA) y Extraccién Espermdtica Testicular
(TESE) han permitido que, hombres con muy pocos o
ninglin espermatozoide presentes en el eyaculado
(Devroey y col., 1995; Tournaye y col., 1995; Craft y
col., 1995; Devroey y col., 1996, Kahraman y col.,
1996; Silber y col., 1996; Van Steirteghem 'y col., 1998)
tengan la capacidad de tener hijos. Més atin, informes
previos demostraron que la combinacién de las técni-
cas de IVF-ICSI con TESE en pacientes azoospérmi-
cos brindan resultados similares a aquellos obtenidos
con pacientes que presentan una espermatogénesis
normal (Devroey y col., 1995; Tournaye y col., 1995,
Devroey y col., 1996; Kahraman y col., 1996; Silber y
col., 1996).

Recientemente, fueron analizados los resultados
obtenidos en términos de embarazo clinico, implanta-
cién y aborto con la transferencia de embriones obte-
nidos luego del uso de espermatozoides criopreserva-
dos en este tipo de pacientes. Se han comunicado bue-
nas tasas de embarazo obtenidas tanto en pacientes
azoospérmicos obstructivos (Romero y col., 1996; Fis-
cher y col., 1996) como secretores (Podsiadly y col.,
1996) con el uso de espermatozoides criopreservados.

Se ha comunicado que las tasas de fertilizacion,
embarazo, implantacién y nacidos vivos, son mas ba-
jas cuando se utilizan espermatozoides criopreserva-
dos comparadas con espermatozoides frescos (Hovatta
y col., 1996; De Croo y col., 1998; Verheven y col.,
1997).

Por otro lado, la mayoria de los informes concer-
nientes al uso de espermatozoides criopreservados
provenientes de pacientes azoospérmicos obstructivos
y secretores en ICSI, demostraron que los espermato-
zoides criopreservados pueden actuar tan bien como
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los espermatozoides frescos (Gil-Salom y col., 1996;
Friedler y col., 1997; Palermo y col., 1999; Prins y col.,
1999).

A pesar de que la técnica de criopreservacion de
espermatozoides epididimarios/testiculares es de uso
rutinario en los Laboratorios de Reproduccién Asisti-
da, los resultados de la técnica de ICSI combinada con
PESA/TESE utilizando espermatozoides criopreserva-
dos, permanecen en el campo de lo controvertido.

Para responder esta pregunta, nosotros comparamos
los resultados obtenidos en pacientes azoospérmicos
obstructivos y secretores, utilizando tanto espermato-
zoides frescos como criopreservados.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se realiz6 en una Clinica privada de al-
ta complejidad de reproduccién asistida con afiliacion
Universitaria.

Pacientes:
Azoospermia obstructiva: El presente estudio, condu-
cido entre enero de 1994 y julio de 2000, involucra los
resultados obtenidos en 86 ciclos consecutivos corres-
pondientes a 84 pacientes que presentaban Azoosper-
mia Obstructiva (OAC). Cuarenta y ocho (55,8%) y 38
(44.,2%) ciclos fueron realizados utilizando espermato-
zoides frescos y criopreservados, respectivamente. Los
espermatozoides fueron obtenidos con la técnica de
PESA en 54 ciclos (30 frescos y 24 criopreservados) y
a través de la técnica de TESE en 32 ciclos (18 frescos
y 14 criopreservados).

Azoospermia secretora: Se evaluaron los resultados
obtenidos en 109 ciclos consecutivos de pacientes
azoospérmicos secretores (SAC) correspondientes a
106 parejas durante el mismo periodo. Los espermato-
zoides se obtuvieron mediante la técnica de TESE en
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todos los casos. Setenta y un (65,1%) ciclos fueron
programados para ser realizados con espermatozoides
frescos, pero en solo 43 de ellos (60,6%) se hallaron
espermatozoides. Aquellos ciclos en que no se encon-
traron espermatozoides fueron cancelados sin realizar
la aspiraci6n folicular. Treinta y ocho de 109 SAC
(34,9%) fueron realizados utilizando una muestra crfo-
preservada con anterioridad. Un ciclo se canceld debi-
do a la recuperacién de muy escasos espermatozoides
y todos ellos inméviles luego del descongelamiento.

Procedimientos de los pacientes

Estimulacion ovdrica: La supresién ovérica se comen-
z6 en la fase media litea del ciclo menstrual previo uti-
lizando una inyeccidn subcuténea diaria de agonista de
GnRH (GnRHa) (Leuprolide acetato 1-0,5 mg/dfa).
Para evaluar la supresién ovdrica, se realizé una eco-
graffa transvaginal y se determind el nivel sérico de Eo
luego de 10 dias de uso del analogo (dfa 3 del ciclo).
Cuando el nivel de E5 fue < 30 pg/ml y no se observo
actividad ovdrica a través de la ecograffa, comenz6 la
estimulacién ovdrica utilizando 300 Ul/dfa de hMG,
FSH. FSH recombinante o una combinacién de ellos.
Cuando al menos 2 foliculos alcanzaron 17 mm de did-
metro, las pacientes se inyectaron subcutineamente
10.000 UI de hCG. La aspiracién folicular se realizé
transvaginalmente 34 horas mas tarde por aspiracion
transvaginal ecografica bajo anestesia general.

Aspiracién percutinea epididimaria de espermato-
zoides (PESA): Se utiliz6 el método descripto por Craft
v colaboradores con pequefias modificaciones®. En
breve, la PESA se efectud bajo anestesia local usando
por lo menos 4 jeringas de 1 ml por epididimo. Cada
jeringa, conectada a una aguja de 21 g, contenia 0,3 ml
de H-HTF (H-HTF, Irvine Scientific Laboratories,
Santa Ana, CA, U.S.A.) suplementado con 1% de al-
bémina sérica bovina (BSA, Sigma Laboratories, St.
Louis, MO, U.S.A.). Se procedi6 a la inmovilizacién
de los testiculos con el dedo indice y el pulgar de la
mano izquierda del cirujano y se dirigi6 cada jeringa
hacia la cabeza o el cuerpo del epididimo. Se procedié
a aspirar varias veces con cada una de las jeringas y se
detuvo la succién, aunque no se observara fluido pro-
cedente del epididimo. Todas las jeringas fueron envia-
das inmediatamente al laboratorio. Se colocé la sus-
pensién en una cépsula de Petri (Falcon, Beckton y
Dickinson, Lincoln Park, NJ, catdlogo 3652), se agre-
g6 1 ml de H-HTF suplementado con 1% BSA 'y una
gota de esta suspension fue observada al microscopio
invertido (Nikon Diaphot, Nikon Corporation, Tokyo,
Jap6n) con platina térmica (Nikon Corporation, Tokyo,
Japén) para evaluar la presencia de espermatozoides.
Posteriormente, la suspension se colocé en un tubo de
15 ml (Falcon, Beckton y Dickinson, Lincoln Park, NJ,
catilogo 2196), se centrifugd 5 minutos a 1.600 r.p.m.,
el pellet se resuspendié en 100-500 pl de H-HTF su-

plementado con 1% de BSA y se incubé en estufa con
5% CO3, 5% Oy, 90% Ny, 37°C y humedad a satura-
cion, hasta su uso.

Extraccién espermdtica testicular (TESE): Se reali-
zaron biopsias testiculares multiples utilizando aneste-
sia local. El tejido testicular se colocé en tubos (Fal-
con, Beckton y Dickinson, Lincoln Park, NJ, catalogo
2001) con 2 ml de H-HTF suplementado con 1% BSA
que se enviaron al laboratorio. El tejido obtenido se
disgregd con la ayuda de 2 portaobjetos estériles en un
cipsula de Petri pequeiia. Luego se observo el tejido
testicular al microscopio invertido con platina térmica
buscando la presencia de espermatozoides. Se agregé
1 ml de H-HTF suplementado con 1% BSA. Esta sus-
pensién se centrifugé 5 minutos a 1.600 r.p.m. y el
pellet se resuspendié en 100-500 pl de H-HTF suple-
mentado con 1% BSA. La suspensién fue nuevamente
observada bajo microscopio e incubada en estufa (5%
CO5. 5% O9, 90% N,, humedad a saturacion a 37°C)
hasta su uso.

Suplementacion de la fase liitea: La fase latea fue su-
plementada utilizando progesterona en tabletas micro-
nizadas de manera diaria (Utrogestan, Rontag, Paris,
Francia), progesterona en gel (Crinone, Serono, Méxi-
co) o progesterona intramuscular (Proluton, Schering,
Buenos Aires, Argentina) comenzando el dia siguiente
a la aspiraci6n folicular.

Diagnéstico de embarazo: Dos semanas posteriores a
la transferencia de los embriones se realiz6 la determi-
nacién de los niveles séricos de B-HCG y cuatro sema-
nas posteriores a la transferencia se realizé un ecograffa
transvaginal (6 semanas de edad gestacional). Las ges-
taciones que presentaron latido cardfaco al momento
del ultrasonido se identificaron como Embarazos Cli-
nicos (CP). La tasa de aborto (AR) fue definida como
el porcentaje de pacientes embarazadas que abortaron
todos los sacos implantados y la Tasa de Aborto Par-
cial (PAR) se definié como el porcentaje de pacientes
embarazadas que abortaron algunos de los sacos im-
plantados en gestaciones multiples, pero que adn pre-
sentaban un embarazo en curso.

Consentimientos: Todas las parejas firmaron un con-
sentimiento escrito para cada uno de los procedimien-
tos realizados (ICSI, PESA, TESE, criopreservacion
de espermatozoides, congelamiento de ovocitos pronu-
cleados y criopreservacién de embriones). Como se
trata de un andlisis retrospectivo, no se necesitd apro-
bacién del Comité de Etica.

Screening genético: A todas las parejas que realizaron

ICSI previo al tratamiento se efectu un cariotipo en
sangre periférica.
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Procedimientos del Laboratorio

Criopreservacion de espermatozoides testiculares y
epididimarios: Se utiliz6 la técnica descripta por Ro-
mero y colaboradores en 1996!'Y con una pequefia
modificacién. Brevemente, la suspension espermatica
se diluyé 1:1 en un medio crioprotector con glicerol
(Test York Buffer, Irvine Scientific, Santa Ana, CA, caté-
logo 9971) que se aiiadié lentamente. Luego de homo-
geneizarlo suavemente, se realizaron gotas de aproxi-
madamente 100 pl sobre una superficie de hielo seco
utilizando una pipeta Pasteur. El congelamiento de las
pastillas ocurrié en menos de 1 minuto y fueron coloca-
das en crioviales de 1,2 ml (Costar, Biofreeze Vial, Ca-
talogo 2012) previamente enfriados, y directamente su-
mergidos en nitrégeno liquido (-196°C) y almacenados.

Descongelamiento de espermatozoides testiculares y
epididimarios: Al menos 2-3 pastillas se remueven del
nitrégeno liquido, dependiendo de la cantidad de esper-
matozoides encontrados (nimero de espermatozoides
por campo) antes de la criopreservacion. Se coloca a
las pastillas en un tubo de 15 ml (Falcon, Beckton y
Dickinson, Lincoln Park, NJ, catdlogo 2196) y luego
de 5 minutos, se agregan 2 ml de H-HTF-1% BSA muy
lentamente. Se homogeniza las suspension y se la cen-
trifuga por 5 minutos, a 1.600 r.p.m. Se remueve ¢l so-
brenadante y el pellet se resuspende en 100-500 pl de
H-HTF + 1% BSA. Si el niimero de espermatozoides
observado en este punto fuera considerado insuficien-
te, se procede a descongelar mds pastillas de la forma
en que se indicé. La suspensién final de espermatozoi-
des se incuba en la estufa gaseada hasta su uso.

Espermatozoides inméviles: Cuando solamente habia
presentes espermatozoides inméviles, tanto en mues-
tras frescas como criopreservados provenientes de pa-
cientes azoospérmicos obstructivos y secretores, las
muestras fueron incubadas en 3 mM-pentoxifilina por
30 minutos a 37°C en estufa gaseada, luego de este
tiempo se agregaron 2 ml de H-HTF suplementado con
1% BSA,; la muestra se centrifugd 5 minutos a 1.600
r.p-m. y se resuspendié en 100-500 pl del mismo me-
dio. Este procedimiento se realizé cerca del momento
de inyectar a los ovocitos para que el efecto de la pen-
toxifilina estuviera todavia presente.

Laboratorio de embriologia: Los ovocitos se recupe-
raron utilizando una lupa estereoscopica (Nikon SMZ-
10) con una platina térmica adosada (Analis Anatherm
11 electronic AZ vub 05781) y en cédpsulas de 100 x 20
mm (Falcon, Beckton y Dickinson, Lincoln Park, NJ,
catdlogo 3003). Luego, los ovocitos fueron colocados
en cipsulas de 60 x 15 mm (Falcon, Beckton y Dickin-
son, Lincoln Park. NJ, catdlogo 3652) con 8 ml H-HTF
suplementado con 1% de BSA y cubierto con 5 ml de
aceite mineral pre-equilibrado (Squibb NDC 000 3-
0559-52, Squibb and Sons, Princeton, NJ 0854 0

U.S.A)). Esta cdpsula fue colocada sobre una platina
térmica a 37°C (Thermostat Lab-Line Instruments,
Inc., Designers and Manufacturers, Melrose Park II1.,
U.S.A.) durante toda la aspiracién. Cuando la puncién
concluyd, se colocé a los ovocitos en pequefios tubos
Falcon (Falcon, Beckton y Dickinson, Lincoln Park,
NJ, catdlogo 2003) con 1 ml de Human Tubal Fluid
(HTF), (Irvine Scientifics, Catalogo 09962) suplemen-
tado con 15% de suero sintético sustituto (SSS), (Irvine
Scientifics, Catdlogo 99193). En cada tubo fueron colo-
cados no mds de 4-6 ovocitos. Los tubitos fueron man-
tenidos en la estufa gaseada (5% COy, 5% O,, 90%
N5, a 37°C) por 2-3 horas para que se equilibren.

ICSI: Los complejos de ovocitos y células acompa-
fiantes fueron tratados con 80 UI/ml de hialuronidasa
(H-3757, Sigma Laboratories, Saint Louis, MO,
U.S.A.) por 30 segundos. Inmediatamente, los ovoci-
tos fueron transferidos a gotas de H-HTF-1% BSA pa-
ra remover las células de la granulosa y del cimulus.
La madurez nuclear de los ovocitos se evalud en el mi-
croscopio invertido y se guardaron en la estufa gasea-
da por 2 horas o mas, en HTF suplementado con 15%
SSS hasta el momento de la inyeccién. Los Metafase
I fueron colocados en gotas de 5 ul de H-HTF-1%
BSA bajo aceite mineral pre-equilibrado (Squibb NDC
000 3-0559-52, Squibb and Sons, Princeton, NJ 0854
0 U.S.A)). EI ICSI se realizé luego de 6-8 horas de fi-
nalizada la aspiracién folicular utilizando un micros-
copio invertido (Nikon Diaphot, Nikon Corporation,
Tokyo, Japén) con micromanipuladores Narishige (Ni-
kon Corporation, Tokyo, Japdn) sobre platina térmica.
Luego de finalizado el ICSI, los ovocitos se colocaron
de manera individual en gotas de 25 pl HTF -15% SSS
cubiertas de aceite mineral pre-equilibrado y se los in-
cubé en estufa gaseada hasta la visualizacién de los
pronicleos 12-18 horas post-inyeccidn. Veinticuatro o
48 horas después, fueron evaluados la calidad embrio-
naria y el clivaje.

Calidad embrionaria y clivaje: Se aplicé el siguiente
criterio para la evaluacién de los embriones: los em-
briones que presentan > 50% de su superficie cubierta
por fragmentos, blastémeras irregulares y baja veloci-
dad de clivaje son clasificados como embriones Clase
I; aquéllos con blastémeras mds uniformes y > 50% de
fragmentos son embriones Clase II; los embriones Cla-
se III presentan < 50% de su superficie cubierta con
fragmentos, blastémeras desiguales y clivaje normal;
aquéllos Clase IV presentan blastdmeras de igual ta-
mafio, ningiin fragmento y clivaje normal. En todos los
casos, la cantidad de blastémeras fue determinada y
registrada. Los embriones supernumerarios fueron
criopreservados utilizando un protocolo lento de con-
gelamiento.

Transferencia embrionaria: La transferencia transcer-
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vical embrionaria fue realizada a las 48 o 72 horas lue-
go de realizada la aspiracion folicular utilizando HTF
suplementado con SSS y cénulas de Frydman (Prodi-
med, Neuilly, Francia).

Estadistica: Los grupos OAC y SAC F/C fueron com-
parados utilizando el t-test (edad femenina y masculi-
na, nimero de ovocitos obtenidos, MII obtenidos ¢ in-
yectados y niimero medio de embriones obtenidos y
transferidos). Las diferencias en los porcentajes de fer-
tilizacion normal (2 pn) y anormal (1, 3 o mds pn),
buena calidad embrionaria, embarazo clinico, (CPR),
implantacién (IR) y aborto (MR) fueron comparadas
utilizando el test de Fisher.

RESULTADOS

OAC: Dado que los espermatozoides frescos y criopre-
servados de los pacientes del grupo OAC (F-OACy C-
OAC) fueron obtenidos por 2 métodos diferentes (PE-
SA y TESE), las poblaciones y los resultados de estos
grupos fueron comparados entre F-PESA vs. C-PESA
y F-TESE vs. C-TESE y luego entre F-PESA vs. F-TE-
SE y C-PESA vs. C-TESE. Como no se encontraron
diferencias significativas entre estos subgrupos (Tabla

1), para fines practicos, nosotros analizamos los gru-
pos F-PESA/TESE-OAC y C-PESA/TESE-OAC como
tinicos grupos (F-OAC y C-OAC). No se encontraron
diferencias significativas en la edad femenina ni mas-
culina. El nimero total de ovocitos y Metafase II (MII)
obtenidos fue de 1.221 y 735, respectivamente. La me-
dia de ovocitos totales y de MII obtenidos por paciente
tampoco mostré diferencias. Cuatrocientos dieciocho
y 317 MII fueron inyectados utilizando espermatozoides
frescos y criopreservados, respectivamente. Fue nece-
sario utilizar pentoxifilina para inducir movilidad en 3
de 48 (6,3%) y en 24 de 38 (63,2%) ciclos frescos y
criopreservados, respectivamente. Todos los MII fue-
ron inyectados con espermatozoides moviles. Las tasas
de fertilizacién normal y anormal no fueron diferentes
cuando se comparé F-OAC vs. C-OAC (Tabla 2).

La tasa de clivaje fue de 96,1% en F-OAC y de
97,2% en C-OAC. Dos ciclos en el grupo de F-OAC
(4,2%) no tuvieron transferencia embrionaria: un caso
(2 ovocitos inyectados) presentd Falla Total de Fertiliza-
cién (TFF) y en el otro caso se criopreservaron todos los
embriones debido a hiperestimulacién de la paciente.
En el grupo de C-OAC, 2 ciclos (5,3%) no tuvieron
transferencia: un caso tuvo un tnico ovocito obtenido y
no fertilizé y el otro caso tuvo 3 embriones que detu-
vieron su desarrollo en el estadio de singamia y no fue-

F-PESA C-PESA F-TESE C-TESE valordep Test
Nimero de ciclos realizados 30 24 18 14
Edad femenina (afios) 31,459 294 £4,1 324+45 31,6 5,9 NS * t-test
Edad masculina (afios) 32,338 329+4,6 357=x1,2 342 +5,8 NS * t-test
Ovocitos obtenidos por paciente 13,1 7,4 153 +11,2 14,784 13,9+9,5 NS * t-test
MII obtenidos/paciente 79 +3,6 8,6+62 9,6 5,7 9,3+4,3 NS * t-test
MII inyectados/paciente 79 £3,6 7,134 10,359 8935 NS * t-test
% fertilizacion normal 64,1% 65,2% 61,9% 62,3% NS * Fisher
Numero de embriones 44 +25 42+24 42 +30 48+26 NS * t-test
obtenidos por paciente
Nimero de embriones 3,1+1,4 2,507 32+1,6 3,1+1,2 NS * t-test
transferidos por paciente
CPR/transferencia 46,4% 42.1% 27,3% 61,5% NS * Fisher
IR 20,4% 21,3% 10,4% 25,0% NS * Fisher
% total de abortos 23.1% 25,0% 0,0% 37,5% NS * Fisher
% de sacos abortados 21,1% 20,0% 0.0% 27,3% NS * Fisher

Nota: Los valores estdn expresados como la media + Desvio Estdndar.

NS: no significativo.
La media es significativa al nivel de 0,05.

* sin diferencias significativas entre los grupos de F-PESA, C-PESA. F-TESE y C-TESE.

Tabla 1: Resultados obtenidos en pacientes Azoospérmicos Obstructivos dependiendo del sitio de obtencion.
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F-OAC C-0AC valor
Numero de ciclos realizados 48 38
Numero de ciclos con transferencia embrionaria 46 36
Edad femenina (afios) 31,844 30,6 £5,0 NS
Edad masculina (afios) 334+39 34,0+5,5 NS
Ovocitos obtenidos por paciente 13,6 +7,5 14,9 £ 10,2 NS
MII obtenidos/paciente 8,2+49 92+£55 NS
MII inyectados/paciente 8,7+4,5 8,342 NS
% fertilizacion normal 62,4% (261/418) 64,7% (205/317) NS
% fertilizacion anormal 2,6% (11/418) 4,7% (15/317) NS

Nota: Los valores estdn expresados como la media + Desvio Estdndar.

NS: no significativo.
La media es significativa al nivel de 0,05.
* F-OAC vs. C-OAC

Tabla 2: Resultados globales obtenidos en F-OAC y C-OAC.

ron transferidos. No se observaron diferencias en el
nimero de embriones obtenidos ni transferidos, ni tam-
poco en el porcentaje de embriones de buena calidad
obtenidos y transferidos. La CPR y IR no mostraron di-
ferencias significativas entre los grupos comparados.
La tasa de aborto, aunque es mayor en el grupo de C-OAC
(17,6% -3 de 17 embarazos— vs. 27,8% —5 de 18 embara-
zos—), no alcanzé significancia estadistica (Tabla 3).

SAC: No se encontraron diferencias significativas en
la edad promedio masculina, cuando se compar6 F-
SAC vs. C-SAC, pero la edad promedio femenina fue
significativamente menor en el grupo de F-SAC (30,9
+ 3,7 vs. 32,5 £ 3,7 afios, respectivamente, p =
0,0396); la significacion bioldgica de esta diferencia
puede ser irrelevante. Fueron obtenidos un total de 924
ovocitos. La media de ovocitos obtenidos, MII obteni-
dos e inyectados por paciente, no fue diferente. Se uti-
liz6 pentoxifilina en 13 de 43 (30,2%) y en 29 de 38
(76,3%}) ciclos con espermatozoides frescos y criopre-
servados, respectivamente. Veintisiete MII fueron in-
yectados utilizando espermatozoides inmdviles luego
del tratamiento con pentoxifilina: 3 del grupo F-SACy
24 del grupo C-SAC; esto representa una diferencia
considerable entre estos dos grupos. A pesar de este
hecho, las tasas de fertilizacién normal y anormal fue-
ron similares (Tabla 4).

La tasa de clivaje fue de 99,3% en el grupo de F-
SACy 94,4% en C-SAC. Cuatro ciclos correspondien-
tes al grupo de F-SAC (9,3%) no tuvieron transferen-
cia embrionaria: dos presentaron TFF y los otros dos
ovocitos fertilizados anormalmente. En el grupo de C-
SAC 4 ciclos (8,9%) no tuvieron transferencia embrio-
naria debido a TFF.

La media de embriones obtenidos y transferidos no
fue diferente significativamente. Aquellos embriones
obtenidos utilizando espermatozoides frescos testicu-
lares presentaron significativamente mejor calidad em-
brionaria que aquellos que se lograron en el grupo C-
SAC (72,8% vs. 49,6%, p = 0,0001). Lo mismo ocu-
rrié con los embriones transferidos (76,2% vs. 57%, p
= 0,0032). Sin embargo, las tasas de CPR y IR no fue-
ron diferentes estadisticamente (43,6% y 22,8% en F-
SAC vs. 42,4% y 18,4% en C-SAC, respectivamente)
(Tabla 5) indicando quizds que no existe una signifi-
cancia bioldgica en la diferencia de la calidad embrio-
naria identificada. Las tasas de aborto fueron simila-
res estadisticamente (35,3% —6 de 17 embarazos— vs.
14,3 -2 de 14 embarazos— en F-SAC y C-SAC, respec-
tivamente).

DISCUSION

Cuando se trabaja con espermatozoides eyacula-
dos, el método de obtencién de la muestra (masturba-
cién, eyaculacién retrégrada, electroestimulacién) y
las diferencias en la calidad espermética (excepto para
el caso de necrozoospermia), no afectan significativa-
mente los resultados obtenidos en ICSI; esto parece re-
petirse para aquellos casos de espermatozoides obteni-
dos de diferentes dreas del tracto genital masculino en
pacientes azoospérmicos.

La criopreservacion de espermatozoides es un pro-
cedimiento que preserva la porcién de muestra que no
se utiliza cuando la recuperacién de espermatozoides a
través de técnicas quirtdrgicas (PESA, MESA, TESE)
es obligatoria y aumenta la posibilidad de la pareja de
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F-OAC C-OAC valor p

Nimero de embriones obtenidos por paciente 42+23 4829 NS *
Nimero de embriones transferidos por paciente 33+1,5 28=x1,1 NS *
% de embriones Clase III-IV obtenidos 57% (111/195) 52,8% (93/176) NS *
% de embriones Clase III-IV transferidos 59,9% (91/152) 60,4% (64/106) NS *
Nimeros de ciclos con transferencia embrionaria 46 36
CPR/ciclo aspirado 35,4% (17/48) 47,4% (18/38) NS *
CPR/transferencia 36,9% (17/46) 50% (18/36) NS *
% de embarazos simples 70,6% (12/17) 72,2% (13/18) NS *
IR 15,2% (24/158) 22,6% (24/106) NS *
% total de abortos 17,6% (3/17) 27,8% (5/13) NS *
% de sacos abortados 16,7% (4/24) 20,8% (5/24) NS *
AR 11,8% (2/17) 11,1% (2/18) NS *
PAR 5,9% (1/17) 16,7% (3/18) NS *
Nimero de embarazos evolutivos 15 16 NS *
% de embarazos alin evolutivos al momento de 13,3% (2/15) 31,3% (5/16) NS *
realizar el estudio
% de nacidos vivos al momento de realizar el estudio  83,3% (15/18) 100% (13/13) NS *
Nota: Los valores estdn expresados como la media + Desvio Estandar.
NS: no significativo
La media es significativa al nivel de 0,05.
* F-OAC vs. C-OAC
Tabla 3: Resultados globales obtenidos en F-OAC y C-OAC.

F-SAC C-SAC valor de p
Numero de ciclos realizados 43 37
Numero de ciclos con transferencia embrionaria 39 33
Edad femenina (afios) 30,9 = 3,7 32,5+3,7 0,0396
Edad masculina (afios) 356+7,5 36,2 + 4,1 NS *
Ovocitos obtenidos por paciente 11,9+£6,9 11,1 £5,5 NS *
MII obtenidos/paciente 74 +4,6 7.4 +4,1 NS *
MII inyectados/paciente 6,8 £3,7 7,1 £3,6 NS *
% fertilizaci6n normal 53,6% (165/308) 51,4% (144/280) NS *
% fertilizacién anormal 1,9% (6/308) 3,2% (9/280) NS *

Nota; Los valores estdn expresados como la media + Desvio Estdndar.

NS: no significativo.
La media es significativa al nivel de 0,05.
* F-SAC vs. C-SAC

Tabla 4: Resultados globales obtenidos en F-SAC y C-SAC.
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F-SAC C-SAC valor de p
Nimero de embriones obtenidos por paciente 3423 34+21 NS *
Nuamero de embriones transferidos paciente 3321 26+1.2 NS *
% de embriones Clase III-IV obtenidos 72,8% 49,6% 0,0001
% de embriones Clase III-IV transferidos 76,2% 57% 0,0032
Nuameros de ciclos con transferencia embrionaria 39 33
CPR/ciclo aspirado 39,5% (17/43) 37,8% (14/37) NS *
CPR/transferencia 43,6% (17/39) 42,4% (14/33) NS *
% de embarazos simples 52,9% (9/17) 78,6% (11/14) NS *
IR 22,8% (28/123) 18,4% (18/98) NS *
% total de abortos 35,3% (6/17) 14,3% (2/14) NS *
% de sacos abortados 21,4% (6/28) 16,7% (3/18) NS *
AR 23,5% (4/17) 14,3% (2/14) NS *
PAR 11,8% (2/17) 0% (0/14) NS *
Nuamero de embarazos evolutivos 13 12 NS *
% de embarazos adn evolutivos al momento 76,4% (13/17) 85,7% (12/14) NS *
de realizar el estudio
% de nacidos vivos al momento de realizar el estudio 90,9% (20/22) 92,3% (12/13) NS *

Nota: Los valores estdn expresados como la media : Desvio Estandar.
NS: no significativo.

La media es significativa al nivel de 0,05.

* F-SAC vs. C-SAC

Tabla 5: Resultados globales obtenidos en F-SAC y C-SAC.

lograr un embarazo a término sin la necesidad de re-in-
tervenir al varén. Ha sido claramente demostrado que
la repeticion de biopsias testiculares dentro de un pe-
riodo de 6 meses puede disminuir Ja posibilidad de re-
cuperar espermatozoides y aumenta el riesgo de crear
dreas con desvascularizacién testicular permanente
(Schlegel y col., 1997).

Nuestros resultados, asi como otros presentados
previamente, (Gil-Salom y col., 1996; Friedler y col.,
1997; Palermo y col., 1999; Prins y col., 1999, Ben-
Yosef y col., 1999; Tournaye y col., 1999), demuestran
que tanto los espermatozoides epididimarios o testi-
culares frescos o criopreservados recuperados de pa-
cientes azoospérmicos obstructivos y secretores, son
igaalmente eficientes en término de fertilizacion, asi
como también de implantacion luego de la realizacion
de la técnica de ICSI-PESA/TESE.

Nuestros resultados muestran que no hay diferen-
cias en términos de fertilizacidn, calidad embrionaria,
embarazo, implantacién y aborto cuando espermato-
zoides epididimarios o testiculares frescos o criopre-
servados son utilizados en ICSI en OAC. Estos resul-
tados concuerdan con los presentados por Kahraman y
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col., 1996, Tournaye y col., 1999 y otros (Friedler y
col., 1998; Silber y col., 1995).

Se demuestra que no existen diferencias cuando los
espermatozoides han sido obtenidos del epididimo o
del testiculo en OAC y que los resultados son compa-
rables cuando se utilizan espermatozoides frescos o
criopreservados.

No han sido publicados demasiados trabajos donde
se comparen los resultados de tasas de embarazo en ci-
clos de ICSI con la utilizacién de espermatozoides tes-
ticulares frescos o criopreservados (Friedler y col.,
1997; Maier y col., 1999; Haberman y col., 2.000).

A pesar de que fueron comunicados resultados su-
periores con el uso de espermatozoides frescos en
pacientes con azoospermia secretora y se hicieron re-
comendaciones en contra del uso de espermatozoides
testiculares criopreservados (Maier y col., 1999; Wiit y
col., 1998), nuestros resultados indican que este tipo
de espermatozoide se comporta de una manera similar,
sea fresco o criopreservado. Esto estd de acuerdo con
los resultados obtenidos por Romero y col., 1996,
Prins y col., 1999, Ben-Yosef y col., 1999 y Oates y
col., 1997.
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Llamativamente, la calidad embrionaria fue signifi-
cativamente mejor y la tasa de aborto mostré un incre-
mento (aunque no significativo), cuando fueron utili-
zados espermatozoides frescos; la significancia biol6-
gica de este hecho es cuestionable.

La criopreservacion de espermatozoides obtenidos
de pacientes OAC y SAC no afectd la tasa de fertiliza-
cién, aunque tuvo un claro efecto deletéreo sobre la
movilidad espermdtica forzando la utilizacién de la
solucién de pentoxifilina en un niimero sustancial de
pacientes.

Los resultados presentados aqui, refuerzan la con-
veniencia de utilizar espermatozoides criopreservados,
obtenidos de pacientes azoospérmicos obstructivos y
secretores, como un procedimiento rutinario en todas
las clinicas de alta complejidad de reproduccién asisti-
da, dado que no se encuentran diferencias en los resul-
tados del ICSI.
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