ARTICULO ORIGINAL
ORIGINAL ARTICLE

S l I Rev. Arg. de Urol. - Vol. 78 (3) 2013 (96-102)
/ k ISSN 0327-3326

Fertilizacidn, calidad embrionaria, embarazos
clinicos e implantacion luego de la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides
obtenidos de biopsia testicular

Fertilization, embryo quality, clinical pregnancy and implantation after
intracytoplasmic injection of spermatozoa obtained from testicular biopsy

Gustavo Frattini', Edgardo Andreatta’, Alfredo Carlos Elena’, Claudio Distilo’, Guillermo Landi',
Mayra Gomez Vitolo', Alicia Pené'

ICRECER, Centro de Medicina Reproductiva. San Luis 2176 3° piso, Mar del Plata (7600), Buenos Aires, Argentina.

Introduccion: La azoospermia es una de las causas de la infertilidad
masculina. La técnica de extraccion testicular de espermatozoides
(TESE) resulta ser una de las metodologias de mayor implementacion
para obtener espermatozoides en pacientes con azoospermia. El princi-
pal problema observado es la calidad comprometida que muestran las
gametas al ser obtenidas por medio de este mecanismo. La técnica de
ICSI brinda la posibilidad a estos pacientes de ser padres bioldgicos.
Se ha reportado en pacientes con TESE-ICSI que las tasas de fertiliza-
cién se encuentran entre el 45-75% vy las tasas de embarazo clinico
entre 26-57%.

Objetivo: Relacionar la tasa de fertilizacion y la calidad embrionaria
con la tasa de implantacion y embarazos clinicos luego de realizar
TESE-ICSI en pacientes con azoospermia, en CRECER, Centro de Me-
dicina Reproductiva.

Materiales y métodos: Se realizé un estudio retrospectivo de 22 ciclos
TESE-ICSI, entre enero del 2007 y diciembre del 2011, con transferen-
cia embrionaria (TE) a las 72 horas. Se evaluaron la tasa de fertiliza-
cion, la calidad embrionaria, la tasa de embarazos clinicos y la tasa
de implantacion.

Resultados: La tasa de fertilizacién observada en pacientes con TESE
resultd ser menor que en parejas sin factor masculino (CONTROL). En
la mayoria de los pacientes de TESE se observaron embriones de buena
calidad, en su mayorfa G3. Las tasas de implantacion y embarazo no
mostraron diferencias entre ambos grupos.

Conclusion: La totalidad de los embarazos procedieron de TE con, al
menos, un embrién de buena calidad. La tasa de embarazo TESE no
presenta diferencia alguna con pacientes de ICSI realizado con esper-
matozoides eyaculados.

PALABRAS CLAVE: Azoospermia, ICSI, TESE, calidad embrionaria,
embarazos.

Introduction: Azoospermia is one cause of male infertility. Testicular
sperm extraction (TESE) is one of the more common methodologies to
obtain spermatozoa in patients with azoospermia. The main problem
observed is the compromised quality of gametes to be obtained through
this technique. ICSI provide the opportunity for these patients to be bio-
logical parents. It has been reported in TESE-ICSI’s patients that fer-
tilization rates are between 45-75% and clinical pregnancy rates are
between 26-57%.

Objective: The purpose of this study was to determine the relationships
between fertilization rate and embryo quality with implantation rate and
clinical pregnancy after performing TESE-ICSI in patients with azoos-
permia, at CRECER, Reproductive Medicine Center.

Materials and Methods: We performed a retrospective study of 22 TESE-
ICSI cycles, between January 2007 and December 2011, with embryo
transfer (ET) at 72 hours. We evaluated fertilization rate, embryo quality,
clinical pregnancy rate and implantation rate.

Results: The fertilization rate observed in patients with TESE was lower
than in couples without male factor (CONTROL). In most TESE patients
were observed good quality embryos, most G3. The implantation and
pregnancy rates did not differ between groups.

Conclusion: All the pregnancy proceeded from ET of, at least, one good
quality embryo. TESE pregnancy rate showed no difference with ICSI pa-
tients (CONTROL).
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INTRODUCCION

La infertilidad representa uno de los principales pro-
blemas reproductivos que las parejas deben afrontar. Se
considera que una tercera parte de estas parejas presen-
tan problemas relacionados con factores masculinos,
siendo la azoospermia la responsable de un 10% o mas
de estos casos? Las causas mds comunes de azoos-
permia son: ausencia u obstruccién de conductos de-
ferentes’, detencién del proceso de espermatogénesis*
y aneyaculacién. Algunos factores masculinos severos
requieren de recuperacién quirdrgica de espermatozoi-
des de epididimo o testiculo (TESE)". En la técnica de
TESE, se facilita la remocién de tibulos seminiferos
para la obtencién de espermatozoides directamente de
esta seccién’. En los tubos seminiferos se produce la es-
permatogénesis, por lo que podemos encontrar grupos
de células en los distintos estadios de maduracién (es-
permatogonias, espermatocitos primarios, secundarios,
espermétides, y espermatozoides), pero no encontra-
remos espermatozoides totalmente maduros ya que el
proceso madurativo culmina en el epididimo.

La realizacién de biopsias testiculares trae apareja-
dos dos problemas principales: (a) la motilidad de los
espermatozoides frescos obtenidos a menudo es po-
bre, por lo que la seleccién de espermatozoides viables
se dificulta, y (b) la biopsia produce un efecto perju-
dicial sobre la espermatogénesis (trauma testicular)®.

Teniendo en cuenta lo descripto con anterioridad,
en la infertilidad debida a la azoospermia, la paternidad
se puede lograr combinando TESE con metodologias
de reproduccién asistida, como inyeccidn intracitoplas-
mitica de espermatozoides (ICSI)"*>'°, El ICSI per-
mite escoger al mejor espermatozoide e introducirlo
al interior del citoplasma del ovocito, aunque éste no
presente motilidad. Se ha reportado en pacientes con
TESE-ICSI que las tasas de fertilizacion se encuentran
entre el 45-75% y las tasas de embarazo clinico por

transferencia embrionaria entre el 26-57%' 1213,

La contribucién paterna puede afectar la fertili-
zacién, el desarrollo embrionario (efectos paternos
tempranos y tardios'*), la activacién genémica y el em-
barazo clinico'. El centrosoma del espermatozoide se
encuentra directamente relacionado con el desarrollo
temprano del embrién'® y los microtiibulos, extensién
del centriolo, son responsables del movimiento nuclear
y alineamiento de los pronticleos'. Esta reportada la
asociacién entre defectos en el centriolo y la inmovi-

Rev. Arg. de Urol. - Vol. 78 (3) 2013

lidad o motilidad no progresiva de espermatozoides'”.
Por esto es importante el estudio de la calidad de los

embriones producidos por TESE-ICSI.

El objetivo de este trabajo fue relacionar la tasa de
fertilizacién y la calidad embrionaria con la tasa de
embarazos clinicos y de implantacién luego de realizar
TESE-ICSI en pacientes con azoospermia, en CRE-
CER, Centro de Medicina Reproductiva.

MATERIALES Y METODOS
Poblacién de estudio

Se evaluaron 22 ciclos con TESE-ICSI entre enero
del 2007 y diciembre del 2011. Dentro de estos 22
casos, 21 fueron con transferencia embrionaria en
fresco. Las parejas presentaban solo factor masculino
severo (pacientes azoospérmicos con biopsias testicu-
lares que confirmaban la presencia de espermatozoi-
des) con factor femenino normal. Se consideré como
CONTROL a pacientes de ICSI realizados con es-
permatozoides de eyaculado fresco y factor femenino
normal (n=58), dentro del mismo periodo.

TESE

Todos los pacientes masculinos fueron ingresados a
quirdfano para realizar la extraccién quirtirgica inci-
sional de espermatozoides testiculares (TESE) den-
tro de la hora previa a la puncién ovirica de su pareja.

La prictica se realiz6 bajo sedacién y sobre base am-
bulatoria externando al paciente a las 2 horas del pro-
cedimiento.

En todos los casos, la obtencién de la muestra testi-
cular se realizd con biopsias abiertas como se muestra
en las Figura 1 (A, B y C), donde se aprecia una pe-
quefia herida de 1 a 2 cm que permite seccionar todas
las capas escrotales hasta llegar a la ttnica albuginea, la
que es incidida con bisturi, logrando exponer el tejido
testicular por simple compresion.

Las muestras obtenidas se envian al laboratorio de
reproduccién sumergidas en medio HTF modificado
suplementado con albiimina para su procesamiento.

Para extraer los espermatozoides de los tibulos se
efectué una microdiseccién con agujas estériles bajo
visién microscopica en el laboratorio.
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Figura 1. Biopsia Testicular (TESE). A. Exteriorizacion de
testiculo. B. Corte de testiculo. C. Biopsia de testiculo.

Induccién de la ovulacién y recuperacién ovocitaria

La estimulacién ovdrica controlada fue realizada en
las mujeres utilizando hormona foliculo estimulante
(FSH-recombinante, Puregon®), gonadotrofina me-
nopdusica humana (hMG, Menopur®), y se inhibié el
pico de hormona luteinizante (LH) con un antagonis-
ta del factor liberador de gonadotrofinas (antagonis-
ta-GnRH, Orgalutran®). El monitoreo de la estimu-
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lacién se realiza mediante control ecogrifico y dosaje
de estradiol hasta el dia previo a la puncién. La ovula-
cién fue inducida por una descarga de gonadotrofina
coriénica humana (hCG, Gonacor® 5000) cuando, al
menos 2 foliculos llegaron al tamafio de 18 mm.

La aspiracién folicular se realizé por puncién
transvaginal con control ecogrifico 36 horas luego de
la administracién de la hCG.

Los complejos ciimulus-ovocitos fueron recupe-
rados de los aspirados foliculares en el laboratorio en
medio HTFm (modified Human Tubal Fluid; Irvine
Scientific) suplementado con 0,3 mg/ml de HSA (Hu-
man Serum Albumine; Irvine Scientific). Los complejos
cimulus-ovocitos fueron cultivados en medio SSM
(Single Step Medium; Irvine Scientific) suplementado
con 10 mg/ml de HSA bajo una atmésfera con 5,5%
CO, y 37°C. Luego de aproximadamente 3-4 horas,
los ciimulus-ovocitos fueron sometidos a una denu-
dacién enzimdtica de las células del cimulus y corona
mediante la exposicién por 30” a hialuronidasa (Irvine
Scientific). Los ovocitos desnudos fueron cultivados
durante 2 horas en SSM con 10% de HSA recubierto
con aceite mineral (MINERALOIL, Irvine Scientific)
a37°C con 5,5% CQO.,.

Recuperacién de los espermatozoides de TESE y
posterior ICSI

Las muestras de TESE se evaltan en el laboratorio
donde, con ayuda de una cdpsula estéril de 60x15mm
(Nunclon) y 2 portaobjetos estériles, se disgrega el
tejido minuciosamente. Se determina la presencia de
espermatozoides y su movilidad en el microscopio in-
vertido (Olympus IX71). Se recolecta esta suspension
con una pipeta Pasteur de vidrio estéril y se coloca en
un tubo de centrifuga de 15 ml (Falcon). Los esper-
matozoides se lavaron con 1 ml HTFm suplementado
con 0,3 mg/ml de HSA por centrifugacién a 300 rpm
durante 10; luego de lo cual el pellet fue recuperado en
0,5 ml del mismo medio.

Los espermatozoides méviles fueron selecciona-
dos para realizar el ICSI. En caso de no encontrarse
espermatozoides con movilidad se le agregé a la mues-
tra una metilxantina (pentoxifilina) al 0,5% en buffer,
y se dio prioridad a la morfologia de la cabeza durante
el proceso de seleccién. Estos espermatozoides fueron
colocados en una microgota (5ul) de PVP (Polyvin-



ylpyrolidone; Irvine Scientific) ubicada en la placa de
ICSI antes de la inyeccién.

Evaluacién embrionaria y transferencia

La fertilizacién fue observada entre las 18-20 horas
posteriores al ICSIL Los cigotos normalmente ferti-
lizados que presentaban dos pronticleos fueron tras-
ladados a nuevo medio SSM suplementado con 10%
HSA vy cultivados hasta 72 hs. El clivaje y el desarro-
llo embrionario fueron controlados periédicamente
segin Bolton y cols.'®,

La seleccién de embriones para transferir se reali-
z6 el dia 3 de acuerdo a pardmetros morfoldgicos. La
transferencia embrionaria fue realizada utilizando ca-
téteres Frydman Ultra Soft con guia ecografica.

Los embarazos fueron detectados por medicién de
la subunidad 3 a los 14-15 dias posteriores a la trans-
ferencia embrionaria. Los embarazos clinicos fueron
determinados por la observacién de, al menos, un saco
gestacional con latido cardiaco fetal por ecografia en-
tre la 6°-7° semana gestacional. La tasa de implanta-
cién fue definida como el niimero de sacos gestacio-
nales dividido el niimero de embriones transferidos.

Anilisis estadisticos

El programa analitico utilizado fue Statistica 7.0. Para
comparar las tasas de fertilizacion entre los grupos
TESE y CONTROL se utiliz6 un test para muestras
independientes; para comparar las tasas de embara-
zo clinico y la calidad embrionaria entre los grupos se
utilizé el test chi-cuadrado para variables cualitativas;
y para comparar las tasas de implantacién de ambos
grupos se utilizd el test no paramétrico de KOLMO-
GOROV-SMIRNOV. La diferencia fue considerada
significativa cuando p <0,05.

RESULTADOS

Se realizé el andlisis retrospectivo de 22 parejas con
factor masculino severo, grupo TESE, y 58 parejas con
factor masculino normal como grupo CONTROL.

La media de las edades en los grupos en estudio,
TESE y CONTROL, fueron de 32,95 + 4,4y 35,4 +

4,36, respectivamente,
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La tasa de fertilizacién observada en pacientes con
TESE (65,33%) resulté ser significativamente menor
que en pacientes CONTROL (76,38%) (p=0,034)
(Tabla 1).

En la mayoria de los pacientes de TESE se ob-
servaron embriones de buena calidad, en su mayoria
G3, sin diferencias significativas entre grupos (em-
briones G3-4 = TESE: 71,4% y CONTROL: 76%)
(p=0,079) (Tabla 2, Figura 2).

Puede observarse, ademds, que en todos los grupos
etarios de CONTROL y TESE, entre el 40% y 70%
de los embriones producidos son G3, encontrandose

por debajo del 35% los embriones G2 (Figura 3).

Los embriones G1 se observan solo en un grupo
etario en los casos CONTROL (Figura 3A), y en dos
grupos etarios, en los casos TESE (Figura 3B), sin
superar el 5% del total producido. La produccién de
embriones G4 es variable para ambos grupos en estu-
dio; se observan en todos los rangos etarios en el gru-
po CONTROL (Figura 3A) y en cuatro de los cinco
rangos etarios del grupo TESE (Figura 3B).

Las tasas de implantacién (p=0,1) y embarazo
(p=0,441) no mostraron diferencia significativa entre

ambos grupos (Tabla 1).
TESE CONTROL
Namero de pacientes 22 58
Tasa de fertilizacion 65,33%° 76,38%*
Media de embriones transferidos 2,29 2,02

Tasa de implantacion* 12,5% 24,17%

Tasa de embarazo clinico* 28,6% 39,66%

Tasa de embarazo multiple* 0% 21,74%

Tahla 1. Tasas obtenidas en tratamientos TESE-ICSI (tese)
vs. ICSI (control). *Tasas obtenidas por total de transferen-
cias embrionarias. ?Diferencias significativas entre trata-
mientos. TESE: extraccion de espermatozoides de testiculo.

DISCUSION

Este estudio retrospectivo de casos de ICSI en parejas
con azoospermia comparado con parejas que presen-
tan factor masculino normal, aporta una percepcidn
de la calidad embrionaria relacionada con las tasas de
embarazo e implantacién, de manera de observar la
influencia de la esterilidad masculina severa en estos
aspectos.
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Figura 2. Calidad embrionaria segtin Bolton y cols. (1989). Gra-
do 4: regular, blastémeras esféricas y simétricas sin fragmen-
tacion o hasta 10% fragmentos. Grado 3: regular, blastdmeras
esféricas con fragmentos hasta 30%. Grado 2: blastémeras irre-
gulares en tamafio y forma con fragmentos hasta 50%. Grado 1:
blastémeras poco definidas con mas del 50% de fragmentos.

Embriones
Calidad Embrionaria TESE CONTROL
G1 3 1
G2 17 45
G3 30 103
G4 20 43
Total 70 192

Tahla 2. Calidad embrionaria observada luego de trata-
mientos TESE-ICSI (tese) e ICSI (control).TESE: extraccion
de espermatozoides de testiculo.
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El correcto manejo de la pareja estéril requiere de
la coordinacién de la recuperacién de las gametas de

ambas partes®. Varios trabajos citan®®"

que la recu-
peracién de espermatozoides de testiculo (TESE)
combinado con procedimientos de ICSI resulta en
altas tasas de fertilizacién y embarazo. Los esperma-
tozoides obtenidos de biopsias testiculares presentan

mayormente movimiento esporédico y no-progresivo.

En este trabajo, la tasa de fertilizacion observada
en pacientes con TESE resulté ser significativamen-
te menor que en pacientes CONTROL (76,38% vs.
65,33%, respectivamente). Esto pudo ser debido a la
baja concentracién espermdtica y a la dificultad de en-
contrar espermatozoides “normalmente maduros”.

Existen pocos reportes que relacionen la calidad
embrionaria obtenida con espermatozoides de biop-
sia testicular?*??23, En este estudio no se observaron
diferencias significativas entre las calidades obtenidas
en cada grupo (TESE vs. CONTROL), teniendo en
cuenta que la cantidad de casos con parejas sin factor
masculino severo superd en mis de 100% a la canti-
dad de parejas con TESE. Una correlacién positiva se
observé entre la calidad embrionaria y los embarazos
clinicos obtenidos. La totalidad de los embarazos pro-
cedieron de transferencias con, al menos, un embrién
de buena calidad, con una media de embriones trans-
feridos cercana a dos.

Las tasas de implantacién y embarazo tampoco
mostraron diferencia significativa entre ambos grupos.
Esta tltima se mantuvo dentro del rango ya reportado
en otros trabajos.

CONCLUSION

Podemos concluir que si bien la tasa de fertilizacion
de los pacientes con TESE-ICSI es menor, una vez lo-
grada la implantaci6n, la tasa de embarazo no presen-
ta diferencia alguna con pacientes de ICSI realizado
con espermatozoides eyaculados. Se infiere de ello que
la técnica de TESE-ICSI es un método vilido y eficaz
para conseguir embarazo.
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