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FACTORES PRONOSTICOS DE EXITO DE TRATAMIENTO DE
FECUNDACION IN VITRO MEDIANTE INYECCION
INTRACITOPLASMATICA CON ESPERMATOZOIDES
OBTENIDOS DE BIOPSIA TESTICULAR EN VARONES
AZOOSPERMICOS

1. INTRODUCCION

Actualmente se estima que el 10-15% de las parejas en edad reproductiva van a
presentar un problema de fertilidad que los llevara a consultar con un especialista. Esta
demanda supone aproximadamente un millébn de parejas en Espafa y va en aumento
debido entre otros factores, al retraso en la edad elegida para concebir al primer hijoy a la
exposicion de factores ambientales desfavorables como el tabaco, los malos habitos
nutricionales o el estrés (1).

Antes de la década de los 70, era poco frecuente la consulta de una pareja por
trastornos de la fertilidad, y el tratamiento se focalizaba casi exclusivamente en la mujer. A
partir de 1980 comenzé a estudiarse el “factor masculino”, es decir la participacion del
varén en la subfertilidad de la pareja. Este factor, hoy en dia, representa la causa mas
frecuente de infertilidad, pudiéndose afirmar que en mas de la mitad de las parejas con
problemas de reproduccion hay un factor masculino responsable (2).

El andlisis del semen constituye una de las pruebas basicas para el estudio de la
fertilidad del varon. Es fundamental que tanto el numero, como la movilidad y morfologia
de los espermatozoides sea la apropiada. De modo que cuando la calidad del semen esta
gravemente comprometida, se ve dificultada la asistencia a la reproduccién de la pareja,
siendo necesario optar por una FIV mediante inyeccion intracitoplasmatica de un
espermatozoide en un ovocito. En aquellos casos en los que es dificil obtener
espermatozoides, es preciso recuperarlos mediante aspirado epididimario, aspirado

testicular, o biopsia testicular.

La azoospermia se define como la ausencia de espermatozoides en el eyaculado, y
afecta al 10% de los varones infértiles (3). Su diagndstico se basa en 2 o mas

seminogramas obtenidos con una diferencia de 4 semanas (2). Considerando su
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etiopatogenia se clasifica en pretesticular, debida a un déficit de gonadotropinas;
testicular, a causa de una insuficiencia testicular primaria; o postesticular, producida por
una obstruccién de la via seminal.

La biopsia testicular proporciona el diagnostico de certeza de la existencia o no de
espermatozoides, y, de encontrarse, permite la recuperacion de los mismos para ser
empleados en un programa de Fecundacion in Vitro (FIV), en el caso de que su calidad
sea suficiente. De no ser asi seria necesario recurrir a semen de donante.

La obtencién de espermatozoides se consigue mediante aspiracion microquirurgica
de espermatozoides (MESA), aspirado epididimario percutaneo (PESA), aspiracién de
espermatozoides testiculares (TESA) o mediante biopsia testicular abierta (TESE).

Los espermatozoides extraidos se utilizaran para  microinyeccion
intracitoplasmatica (ICSI) de ovocitos obtenidos en el contexto de una hiperestimulacion

ovarica. El remanente puede ser criopreservado para ulteriores tratamientos.

1.1. Antecedentes historicos

La primera referencia escrita que hace alusion a la obtencién de embriones
humanos mediante la unién artificial de un 6vulo y un espermatozoide para implantarlo
posteriormente en el utero se encuentra en la obra visionaria de ciencia ficcion: Un mundo
Feliz (4), de Aldoux Huxley, publicada en 1932, que apasion6 al publico y desperté la

curiosidad de la comunidad cientifica.

En 1934 Pincus y Enzmann, del departamento de Fisiologia General de la
Universidad de Harvard, publicaron un articulo que comparaba el comportamiento de
ovocitos de conejo in Vivo e in Vitro, concluyendo que podian desarrollarse normalmente
de forma artificial (5). Este estudio motivd a Rock y Menkin catorce afios mas tarde, que
recuperaron 800 ovocitos durante diversas intervenciones practicadas a mujeres,
exponiéndolos a espermatozoides in Vitro posteriormente, hallando cambios sugestivos
de progresioén en 3 de los ellos (6). Sin embargo, no fue hasta 1965 cuando se consiguid
la fecundacién de ovocitos humanos in Vitro en el Hospital Johns Hopkins, de la mano del
Robert Edwards, Georgeanna y Howard Jones (7). En 1973 se logré el primer embarazo
mediante FIV por el equipo de los profesores australianos Wood y Leeton, que no llegé a
término (8); y el primer nacimiento de un bebe concebido por FIV fue el de la nifia Louise
Brown el 25 de Julio de 1978 en Oldham, Inglaterra (9).



Meet Louise, the world’s
first test-tube arrival
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Wide-eyed Loulse Brown pictured in hospital 18 bowrs after
she was born. Teday she's deing well. See Page Three

Figura 1. Publicacién del nacimiento de Louise Brown (10)

Las técnicas de reproduccion in Vitro hasta este momento, se basaban en la
obtencién de las células germinales femeninas en el transcurso de intervenciones
quirurgicas. La recuperacion de ovocitos dio un giro radical desde la aparicion del primer
sistema de aspirado folicular en 1981(11), que culminé con la aparicion de un dispositivo
mediante una aguja que permitia la puncién folicular guiada por ecografia transvaginal en
1986 (12), facilitando la obtencion de los mismos para programas de fertilidad.

Al verse incrementada la facilidad en la obtencion de las células germinales
aumentaron los estudios en reproduccion mediante técnicas artificiales. Asi en 1987 se
realizd la primera microinyeccién de un espermatozoide en un ovocito, consiguiendo
elevar las tasas de fecundacién obtenidas hasta el momento (13), técnica que se conoce
actualmente con el acrénimo de ICSI (intracytoplasmic sperm injection). Esta técnica
permitié mejorar la asistencia a la reproduccién de varones con anormalidades severas en

el eyaculado.

La extraccion ovocitaria habia mejorado hacia técnicas mas sencillas y menos
invasivas, pero con respecto al varon, solo los aquellos que presentaban espermatozoides
en el eyaculado podian tomar parte en tratamientos de fertilidad, de modo que no existia
ninguna alternativa terapéutica para aquellos con pocos o ningun espermatozoide. En
1985 se logro realizar la primera FIV con espermatozoides procedentes de aspirado
epididimario (14) y en 1993 se publicé el primer caso de FIV mediante ICSI empleando
espermatozoides recuperados de una biopsia testicular, hoy conocida como TESE

(testicular sperm extraction) (15).



1.2. Procedimiento

La FIV mediante ICSI con espermatozoides recuperados por TESE es un
procedimiento que se desempefa con frecuencia en la mayoria de las Unidades de
Reproduccion. Consiste en realizar una biopsia de tejido testicular, de la se extraeran
posteriormente las células germinales masculinas, en aquellos pacientes que no tienen
opcion a un procedimiento convencional de FIV por presentar escasos o0 ningun
espermatozoide en el eyaculado. Los espermatozoides recuperados pueden congelarse o
ser utilizados en fresco, y en este ultimo caso se programa la TESE sincrénicamente con
la extraccion ovocitaria. A continuacion se realiza la FIV mediante ICSI, que consiste en la

microinyeccion en el citoplasma de un ovocito que ha sido previamente decumulado.

Figura 2. Procedimiento de ICSI (16)

1.3. Indicaciones

La recuperacion espermatica mediante TESE en un programa de FIV mediante
ICSI esta indicado en los varones con azoospermia. El origen de éstas puede ser tanto
obstructivo, debido a bloqueo mecanico entre el epididimo y el conducto deferente (en
cuyo caso siempre se obtendran espermatozoides en la biopsia); como no obstructivo,

debido a una alteracién en el proceso de espermatogénesis.

1.4. Factores pronésticos



Existen multiples factores que van a influir en mayor o menor medida tanto en el
éxito de la obtencién de espermatozoides en la recuperacién espermatica, como en la
consecucion de una fecundacién correcta tras la ICSI, y en la evolucién adecuada del

embrién, consiguiendo en el mejor de los casos una gestaciéon que va a llegar a término.

La bibliografia disponible en referencia al procedimiento de la biopsia testicular es
escasa, y mas aun si tenemos solo en cuenta los factores prondsticos para la obtencion
de la muestra y para las tasas de fecundacion, division y evolucién embrionaria, asi como
para las tasas de embarazo.

1.4.1. FACTORES PRONOSTICOS DE BIOPSIA POSITIVA

e Tipo de azoospermia: obstructiva o no obstructiva

El porcentaje de éxito de recuperacion espermatica en una biopsia testicular
depende del origen de la misma, de forma que las azoospermias de origen obstructivo
presentan un porcentaje de éxito del 90-100%, mientras que en las no obstructivas se
consigue un discreto 49,5%. De modo que las caracteristicas que apuntan a un origen
obstructivo, van a ir acompafnadas de una mayor probabilidad de éxito, como son: el
eyaculado de escaso volumen, acido y sin fructuosa, el adelgazamiento epididimario y la

ausencia de los vasos deferentes en la exploracién (3).

* Histologia testicular

La histologia testicular nos permite un diagndstico certero del origen de la
azoospermia, y hoy en dia es aun considerado el mejor factor prondstico de obtencién de
espermatozoides en una biopsia testicular (3). Se demostrado que los mejores resultados
de recuperacién espermatica se dan en aquellas biopsias en las que se encuentran

tubulos seminiferos con espermatozoides maduros (17).

e Adecuacion de la muestra

Puesto que la porcién de tejido testicular que se va a extraer puede contener pocos
espermatozoides, es preciso que el tamano de la muestra sea el adecuado, lo
suficientemente grande para que la probabilidad de hallar células germinales sea alta, y lo
suficientemente pequefia para no disminuir en exceso el volumen testicular, por la posible

necesidad de biopsias testiculares para tratamientos de fertilidad futuros. La experiencia
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del cirujano es importante para la correcta ejecucion del procedimiento, que también va a

disminuir de forma sustanciosa la tasa de complicaciones (3).

* ESH

La hormona foliculo estimulante (FSH), va a actuar determinando el numero de
células de Sertoli en la etapa fetal, y ademas actuan a través de receptores localizados en
las mismas para regular la cantidad de espermatozoides producidos (2).

Por tanto los niveles de FSH reflejan de forma indirecta la funcion espermatogénica
global y por ello han sido empleados como marcadores de la reserva testicular. Su
aumento se relaciona con las azoospermias de origen no obstructivo.

En los primeros estudios realizados se observéd una relacion inversa entre FSH y la tasa
de recuperacion espermatica. Fue apoyada por investigaciones ulteriores, como en el
caso del Grupo de Investigacion de Mitchell, que observaron que valores de FSH
inferiores a SUI/L se asociaban a mayor éxito de recuperacién espermatica mediante
TESE (18). Sin embargo otros autores han observado que sus valores en azoospermias
no obstructivas no constituyen un factor predictivo seguro (19,20), por lo que su papel ha

de ser esclarecido en el futuro.

* Inhibina B

La inhibina es péptido no esteroideo de la superfamilia del factor transformador del
crecimiento B (TGFB) producido por las células de Sertoli, que actua regulando la
secrecion de FSH por accién selectiva en la hipdfisis. Va a actuar disminuyendo los
niveles de FSH, tanto basales como tras el estimulo de GnRH, sin modificar los niveles de
LH (2).

Se han relacionado sus niveles con el grado de funcion de las células de Sertoli, y
ha sido estudiada como factor prondstico de éxito de este tipo de tratamientos, al

observarse valores reducidos en varones con disfunciones testiculares.

En el estudio realizado por Mitchell et alter, se situo el punto de corte 123,5 pg/ml,
de modo que aquellos pacientes que presentaban valores superiores tenian mayor
probabilidad de buenos resultados.

También se objetivd que a menor volumen testicular, menores eran los niveles de
esta hormona, de modo que los varones con un volumen testicular inferior a 30 ml

constituian un grupo prondstico desfavorable (18).



Boitrelle y colaboradores describieron un sistema de puntuacion basado en la FSH,
la inhibina B y el volumen testicular como factores prondsticos de éxito de TESE.
Individualmente, la inhibina resultaba el factor prondstico mas fuerte (21).

Otros autores desmienten estas conclusiones, afirmando que los niveles
plasmaticos de inhibina B no son predictivos de éxito (1).

Las investigaciones de los niveles seminales de la inhibina B tampoco resultan
esclarecedores, existiendo estudios defensores y detractores de su papel (22).

De todos estos estudios se deduce que el potencial de la inhibina B como factor
pronostico esta aun por determinar, no es util actualmente como marcador de
espermatogénesis por si mismo y se necesitan mas investigaciones para llegar a una

solucion concluyente.

e Hormona Antimulleriana (AMH)

Al igual que la inhibina B, es otra glicoproteina relacionada con el TGFB producida
por las células de Sertoli, que también ha sido propuesta como marcador funcional de su
actividad y de la espermatogénesis (22). Es la responsable de la regresion de los
conductos de Muller en el embridn (cuya persistencia en el sexo femenino determina la
aparicion del utero, las trompas de Falopio y el tercio superior de la vagina) (23). Se
encuentra en una concentracién mas elevada en el plasma seminal que en el suero, y se
ha visto que sus niveles tienden a ser mas bajos en varones subfértiles (24). En cuanto a
sus concentraciones séricas, a pesar de los prometedores hallazgos iniciales, no se han
confirmado como factor prondstico; y la influencia de los niveles seminales de AMH aun

no ha sido demostrada(22).

» Testosterona
La testosterona es una hormona que se sintetiza en las células de Leydig
testiculares y permite el desarrollo de los caracteres masculinos, que van a ser los
responsables en Uultima instancia de la espermatogénesis. Varones que padecen
hipogonadismos presentan valores alterados de testosterona, por lo que se ha postulado
como posible factor predictivo de éxito de TESE.
En un ninguno de los estudios realizados se ha encontrado una asociacion clara

entre los niveles de testosterona y el éxito del procedimiento (18).

e L



La LH es una hormona que actua a través de receptores localizados en las células
de Leydig, originando una cascada de reacciones que conducen a la estimulacion de la
esteroidogénesis, y finalmente a la produccién de testosterona (2).

Tampoco se han encontrado valores de LH que determinen el éxito de recuperacion

espermatica mediante biopsia testicular abierta (18).

e Volumen testicular

El 80% del volumen testicular esta formado por los tubulos seminiferos, de forma
que el volumen ha sido descrito como factor prondstico independiente, de modo que los
varones con mayor volumen testicular, presentan mayor porcentaje de éxito en la
obtencién de células germinales en la recuperacidn espermatica mediante biopsia
(18,20,21).

* Factores Genéticos

Algunos tipos de azoospermia son debidas o estan asociadas a anomalias
genéticas, por lo que su hallazgo ensombrece el éxito de la recuperacion (3).

El 13,7% de las azoospermias van a presentar anomalias cromosémicas,
afectando con mayor frecuencia a los cromosomas sexuales, como el Sindrome de
Klinefelter (que es la mas frecuente de todas, suponiendo un 10% del total) o las
Microdelecciones del brazo largo del cromosoma Y.

Las Microdelecciones del brazo largo del cromosoma Y afectan al 10-15% de los
pacientes con azoospermias no obstructivas, son de novo y se transmiten a los hijos
varones (por lo tienen utilidad en el consejo genético de la pareja). Han sido empleadas
como factor pronostico en la recuperacion de espermatozoides en la biopsia testicular,
puesto que algunas de ellas como la AZFa+b+c o las AZFa o AZFb si son completas se

asocian a fracaso de la técnica (2).

 Edadvarén
La edad del varén se ha descartado como factor predictivo de éxito de TESE en
numerosos estudios (21). A diferencia de la mujer, no se ha podido establecer un margen

de edad concluyente relacionado con la eficacia.

1.4.2. FACTORES PRONOSTICOS DE EXITO DE ICSI Y DE GESTACION POSITIVA.

e Tipo de azoospermia: obstructiva o no obstructiva

10



La FIV mediante ICSI tiene mayor porcentaje de éxito cuando los espermatozoides
empleados proceden de un varon con azoospermia de origen obstructivo, alcanzando
tasas de fecundacion del 45-75%. En estos casos, la tasa de embarazo y de recién nacido
llegan a valores del 26-57% y del 18-55% respectivamente (3,25,26). Esto puede
explicarse ya que al haber un defecto severo de la espermatogénesis, los
espermatozoides pueden tener afectada su capacidad para fecundar al gameto femenino

y formar un embrién viable (3).

* Muestras en fresco

Algunos estudios defienden que las muestras de espermatozoides en fresco tienen
mejores resultados en la ICSI (3). Otros en cambio no encuentran diferencias
significativas entre el uso de esperma fresco o congelado en términos de tasa de

fecundacion o de tasa de gestacion (27).

* ESH
Si bien no existe un nivel de FSH que sirva para asegurar la existencia de
espermatogénesis, las tasas de gestacion clinica son mayores en los casos en que los
varones tuvieron valores mas bajos (18,27). Esto se debe a que a niveles mas elevados
de FSH, se encuentran menor numero de células germinales, y por tanto menos

espermatozoides y de peor calidad.

* Morfologia de los espermatozoides

A pesar de que los espermatozoides obtenidos de la TESE se encuentren en
distinto estado de maduracién, la mayor parte tiene morfologia normal (mas elevado en el
caso de las azoospermias obstructivas). Ademas hay estudios que han probado que las
caracteristicas morfologicas de las células germinales testiculares, no influyen en la tasa
de fertilizacion de la ICSI. (28) Otros apuntan que se relacionan con la tasa de

fertilizacion, pero no con la de gestacion (29).

e Edad paterna

Hasta el momento no se ha podido establecer una asociacion clara entre la edad
paterna y el éxito de la ICSI y de la subsiguiente evolucién de la gestacion.

En la literatura disponible, las investigaciones de Schiff y colaboradores no
encontraron correlacion entre la edad y el porcentaje de fecundacion (29). En el estudio

de Ghanem et alter no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
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cuanto a edad que determinaran su papel como factores prondsticos de éxito de ICSI en

lo que a tasa de fecundacion, tasa de implantacion o tasa de gestacion se refiere (27).

e Variables Femeninas

El papel del factor femenino ha sido ampliamente estudiado en relacion a los
resultados obtenidos en FIV mediante ICSI.

En el estudio realizado por Moon y Colaboradores se propuso la edad como factor
pronéstico en un programa de ICSI, al haber encontrado una correlacion lineal con el
numero de ovocitos recuperados, la tasa de gestacion y la disminucion de la tasa de
aborto espontaneo (30).

Posteriormente Altay y su grupo de investigacién observaron tasas de gestacion
mas elevadas en las mujeres con edades comprendidas entre 20 y 29 anos (31).

Sin embargo, Verza y Esteves no encontraron asociacion significativa en cuanto a
edad de la mujer o numero de ovocitos maduros recuperados (26).

De todo ésto se deduce que hacen falta mas estudios para determinar el papel de

las variables femeninas en el éxito de un programa de FIV-ICSI.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Realizar un programa de FIV mediante ICSI, extrayendo los espermatozoides de
una biopsia testicular, supone un consumo de recursos materiales, econdmicos,
personales y temporales mucho mas elevados que en el caso de realizar un
procedimiento clasico de fecundacion in Vitro. Las células germinales empleadas son
escasas y no han completado su maduracién ni capacitacién; por lo que los embriones
obtenidos en ocasiones no presentan la mas optima calidad. Las técnicas de recuperacion
espermatica aunque son minimamente invasivas, no estan exentas de complicaciones,
entre las que se citan dolor crénico, edema, infeccidn, hidrocele y hematomas. Ademas se
ha demostrado que en biopsias testiculares amplias o repetidas se produce un descenso
transitorio o permanente de los niveles séricos de testosterona, debido a la

revascularizacion testicular (29).

Por lo tanto resultaria de gran utilidad discriminar los parametros que van a
determinar el éxito del procedimiento, de modo que se realizase en los individuos mas
idéneos, rentabilizando recursos. También se lograria disminuir el impacto emocional que
supone en la pareja la eleccion de un tratamiento que no proporciona resultados, y ganar
tiempo para otras alternativas terapeuticas mas rentables a nivel individualizado, que tan

importante es en la asistencia a la subfertilidad.
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3. FINALIDAD Y OBJETIVOS

3.1. Finalidad del estudio

La finalidad del estudio consiste en analizar factores predictores de obtencién de
espermatozoides mediante biopsia testicular que sean utiles para el empleo en un
programa de fecundacion in Vitro mediante ICSI, asi como factores predictores de éxito

tanto en el procedimiento para obtener embriones viables, como de ulterior gestacion.

3.2. Objetivo principal

El objetivo principal del presente estudio es analizar la tasa de fecundacion, tasa de
divisién, calidad embrionaria y tasa de gestaciéon, resultantes de ovocitos fecundados
mediante inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides obtenidos mediante biopsia

testicular.

3.3. Objetivos secundarios

En primer lugar detectar que factores pueden predecir la obtencion de

espermatozoides en una biopsia testicular practicada en varones con azoospermia.

Como siguiente objetivo, investigar los factores predictivos de éxito del
procedimiento de ICSI con el empleo de espermatozoides obtenidos en el contexto de una
biopsia testicular, valorados en forma de tasa de fecundacion, tasa de division, y calidad

embrionaria.
Por ultimo se analizara la existencia de valores que permitan predecir la tasa de

gestacion del programa de FIV mediante ICSI con la utilizacion de espermatozoides

extraidos de una muestra obtenida por biopsia testicular.
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4. MATERIAL Y METODOS

Se ha disenado un estudio observacional retrospectivo cuya poblacién de estudio
son los varones con diagnéstico de azoospermia o criptozoospermia con indicacién para
biopsia testicular, asi como sus respectivas parejas, tratados en la Unidad de
Reproduccion del Hospital Clinico Universitario de Valladolid desde Enero de 1999 a
Diciembre de 2011.

De la Historia clinica del hombre se recogeran: edad, antecedentes personales
relacionados con la azoospermia, causa de la misma (agrupada como: de tipo
desconocido, consecuencia de hipogonadismo, gonadotéxicos, criptorquidia, traumatismo
o torsién, orquitis, vasectomia, agenesia de deferentes, yatrogena, enfermedades
infecciosas del tracto genitourinario, epididimitis, eyaculacion retrograda y aneyaculacion,
siendo el resto clasificadas como otras causas) y tiempo de evolucion. También se

obtendran los valores hormonales de FSH, LH, testosterona, prolactina y THS.

De la Historia clinica de la mujer se recopilaran: edad, férmula obstétrica,
existencia de esterilidad primaria o secundaria (en el caso de ésta ultima, la causa
desencadenante, clasificada como desconocida, debida a obstruccién tubarica,
endometriosis, anovulacion, y un ultimo grupo con el resto catalogado como “otras
causas”). Se recogeran asimismo los niveles hormonales de FSH, LH, estrégenos,
prolactina y TSH.

Del tratamiento de estimulacion ovarica para FIV, se obtendran el tipo de protocolo
de estimulacion ovarica realizado y la duracién del mismo en dias, las dosis de FSH/LH
inicial y total, el numero de foliculos de mas de 16 mm y el valor de estradiol en suero el
dia de la induccién de la ovulacién. Si se consiguié embarazo con el tratamiento y llegd a

término, y se anotara el estado del recién nacido.

HOMBRE MUJER

Edad Edad

Antecedentes personales relacionados Férmula obstétrica

Causa y tiempo evolucion de azoospermia Esterilidad primaria/secundaria
FSH, LH, testosterona, PRL y TSH FSH, LH, estrégenos, PRL y TSH

Protocolo de estimulacion ovarica

Embarazo y recién nacido
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Del los archivos del Laboratorio de Biologia de la Unidad de Reproduccion se
recogeran parametros relacionados con la biopsia testicular (fecha de la misma, numero
de espermatozoides obtenidos y la motilidad de los mismos), con la realizacién de la ICSI
(fecha, numero de ovocitos obtenidos en metafase Il, recuento de espermatozoides
moviles-REM de la muestra congelada), con el proceso de fecundacion (tasa de
fecundacion) con el crecimiento embrionario (tasa de divisibn embrionaria, numero de
embriones en el segundo, tercer, cuarto y quinto dias, recuento y calidad de los
embriones transferidos y congelados), y con la consecucion ultima de la gestacion (tasas

de gestacion bioquimica, evolutiva y multiple, y tasa de recién nacido)

4.1. Extraccién quirurgica de espermatozoides

El procedimiento de biopsia testicular se realizé con caracter ambulatorio y con
anestesia local, no siendo necesario ningun tipo de preparacion especial, salvo el
rasurado genital. Se practico de forma unilateral, escogiendo siempre el testiculo de
mayor volumen y que no presentaba cicatrices de cirugias anteriores. Se infiltré la parte
alta del cordén espermatico con 10 ml de Mepivacaina al 2%. Se inmovilizé el testiculo
contra las cubiertas y se realiz6 una segunda infiltracion en zona de la piel en que se va a
incidir. Se procedié a la apertura de piel, dartos y vaginal testicular. Se colocé un
blefarostato para tener buen acceso al campo quirdrgico, inmovilizando el testiculo
mediante una pinza hemostatica tipo Mosquito, colocada en la cara anterior de la
albuginea 1cm por debajo de la cabeza del epididimo. Se realizé la apertura de la
albuginea 10-12mm por debajo de la pinza, y se extrajo la pulpa testicular mediante ligera
presion lateral sobre el testiculo para que protruyera por la incision y se pudiera cortar con

facilidad, obteniendo un volumen aproximado de 0,5 cc.

Figura 3. Procedimiento de TESE
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La muestra obtenida se colocé en una placa de Petri con medio de cultivo Ham F-
10® (de la casa comercial Invitrogen) para su procesamiento en el laboratorio. Se realizo
hemostasia cuidadosa y cierre de la vaginal testicular con sutura continua multifilamento
de poliglicélico de 3/0. Se finalizé el procedimiento con cierre del resto de los planos con

sutura discontinua multifilamente de poliglicélico de reabsorcion rapida de 3/0.

4.2. Procesamiento de la muestra de tejido testicular para la realizacién de la ICSI de

los ovocitos obtenidos

A partir del tejido testicular extraido, se obtuvieron los espermatozoides por
métodos mecanicos, mediante la dislaceracion de la muestra con 2 portas y bisturi. Tras
esto se realizd una primera inspeccion al microscopio y se congeldé la muestra en

criotubos que se almacenaron en nitrégeno liquido a -196°C.

El dia previsto para la realizacién de la ICSI, la muestra de tejido testicular se
descongel6é y se proces6 mediante un gradiente de densidad. Con esta técnica se
consiguen eliminar los restos celulares, los restos hematicos, y las formas inmaduras.

Para ello se trabajé en una campana de flujo horizontal, y todos los medios
empleados en el tratamiento de la muestra (de la casa comercial Vitrolife) fueron
atemperados a 37°C y, salvo el medio tampédn, al 6% de CO..

En primer lugar en un tubo de ensayo se vertieron 1,5 ml de solucién de silice
coloidal Spermgrad®, diluida al 90% con G-IVF plus®, por encima de ésta 1,5 ml de la
misma solucion madre diluida al 45%, y finalmente se afiadié la muestra de tejido
testicular. A continuacion se centrifugd a 600 g durante 18 minutos. Al extraer el tubo se
eliminé el sobrenadante, respetando el pellet. Se afiadieron 2 ml de medio G-IVF plus®y
se centrifugd 4 minutos a 600 g . Se dej6é 0,25 ml de sobrenadante del tubo, desechando
el resto. Por otro lado, se prepard una placa de Petri con gotas de solucion tampédn, y en
cada una ella se depositaron los ovocitos. Asimismo se vertié una gota de
polivinilpirralidona (PVP), y el espacio restante de la placa se rellené con las gotas de
pentoxifilina que tuvieron cabida. La muestra junto con el sobrenadante del tubo se vertid
en las gotas de pentoxifilina, que actua activando la motilidad de los espermatozoides,
qgue hasta entonces se encontraban inmoviles (32). Se cubrio la placa de Petri con aceite
mineral y se examind al microscopio invertido. Se cargaron las agujas de microinyeccion y
de sujecién del ovocito. Con la aguja de microinyeccion se seleccionaron los

espermatozoides de mejores caracteristicas de las gotas de Pentoxifilina, que se
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transportaron a la gota de PVP para fragmentarles la cola. Se cargaron varios
espermatozoides en dicha aguja y se microinyectaron uno en cada uno de los ovocitos
obtenidos. Los ovocitos microinyectados se extrajeron de la placa de Petri en la campana,

se colocaron en una placa de cultivo con medio G1 plus®, y se dejaron incubar.
4.3. Incubacion

Se incubaron los ovocitos microinyectados a 37°C, con un 6% de CO; y una
humedad del 95%.
A las 17-21 horas se revisaron en el microscopio electrénico para ratificar la fecundacion,
anotando el numero de pronucleos y corpusculos polares (puesto que la presencia de dos
pronucleos y dos corpusculares son signo de correcta fecundacion), y eliminando los
triploides. Si hubiera triploides seria necesario eliminarlos en este momento, puesto que
mas adelante resultarian indiferenciables de los embriones normales. A las 48 horas se
comprobé de nuevo el estado de los embriones, que debian haberse dividido. Se observé
la calidad embrionaria en funcién del numero de blastbmeras y de la presencia de

residuos citoplasmaticos.
4.4. Transferencia embrionaria

La transferencia embrionaria se realizé en dia+2 o dia+3; cuando se observaron 3
o0 menos embriones de buena calidad, que es el maximo numero de embriones que
pueden ser transferidos a una paciente segun la ley 14/2006 sobre técnicas de
reproduccién asistida (32). Si en el dia+3 se encontraron un minimo de 4 embriones de
buena calidad, se dejaron en cultivo hasta el dia de la transferencia, en que se
transfirieron un maximo de 2.

Se realiz6é en una sala adyacente al laboratorio de FIV, previo lavado cervical con
suero fisiologico. Se identificd a la paciente antes de la transferencia embrionaria, que se
realizo guiada con ecografia transvaginal. La paciente permanecié en reposo 30 minutos,

tras lo cual fue dada de alta con 200 mg de progesterona micronizada via vaginal.
4.5. Diagnéstico de Gestacién

Se diagnosticé el estado de gestacion mediante el aumento de los niveles de BhCG

en el dia 14x 1 postransferencia.
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Se realizd ecografia endovaginal para realizar el diagnéstico de gestacion clinica
en la 5% semana postransferencia, considerandose gestacion clinica aquella en la que se

identificd vesicula gestacional con esbozo embrionario con latido.
4.6. Recogida de datos

Se disefié un formulario para la recogida de datos (Anexo 1) y una base de datos
en Access 2007® (Anexo 2) para el manejo de los mismos.

Se realizara exportacién de los datos al programa SPSS® v.15.0 para su ulterior
analisis estadistico.

El presente estudio cuenta con la aprobacion de la comision de investigacion del
hospital, y los datos seran protegidos segun lo indicado en la Ley Organica 15/1999 de
Proteccion de Datos de Caracter Personal. Se respetaron las normas internacionales de

proteccion de datos, asi como la legislacién espafiola vigente
4.7. Andlisis estadistico

Se utilizara el programa SPSS® v.15.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) para los

calculos estadisticos.

El estudio estadistico descriptivo se realizara mediante la determinacion de los
estadisticos descriptivos para las variables continuas aplicando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para determinar la normalidad de su distribucién. En dicho caso los datos se
expresaran mediante la media, rango y desviacién estandar y representados mediante
histogramas. En caso contrario, se empleara la mediana y el intervalo intercuartilico (Q1-
Q3).

Las variables cuantitativas discretas y las categoricas se describiran por medio de
distribucion de frecuencias y representaciones graficas mediante diagramas de sectores o
de barras.

La comparacién de medias se hara mediante la prueba de t de Student para
muestras independientes en variables con distribucion normal y la de U de Mann-Whitney
en caso de distribucion no-normal. La comparacion de proporciones se realizara mediante
la prueba de Chi-cuadrado (x2), aplicando la correccién de Yates para tablas 2x2 y la
prueba exacta de Fisher cuando las frecuencias observadas sean inferiores a 5 en el 20%

0 mas de las casillas de la tabla de contingencia.
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En todos los casos se considerara la diferencia como estadisticamente significativa a

partir de valores de p inferiores a 0,05.
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5. ANEXO

5.1. Formulario de recogida de datos impreso

FORMULARIO DE RECOGIDA DE DATOS

HOMBRE
NOMBRE APELLIDOS
N2 HISTORIA FECHA NAC

AZOOSPERMIA
0.Causa desconocida

Pretest 1.Hipogonadismo 8.Yatrogena(Qx)
Testicular 2.Gonadotéxicos (QT,RT) 9.Enf infecciosas GU
3.Criptorquidia 10.Epididimitis
4.Traumatismo, torsion Eyacul 11.Retrégrada
5.0rquitis 12.Aneyaculacion
Postest 6.Vasectomia
7.Agenesia deferentes 13. Otras cees
HORMONAS
FSH __mUl/ml
LH mUI/ml
Testosterona ng/ml
PRL __ng/ml
TSH___ mUI/1
BIOPSIA
Fecha o Tipo: Uni/Bi lateral
Espermatozoides/c Motilidad basal
NOTAS.
MUJER
NOMBRE APELLIDOS
N2 HISTORIA FECHA NAC
AGO: FO: Gestaciones Pretérmino __Abortos____ Fetos muertos_____R.n.vivos_

ESTERILIDAD primaria/secundaria:

0.Causa no conocida
1.0bstruccion tubarica
2.Endometriosis
3.Anovulacion

4.0tros

HORMONAS
FSH __mUI/ml
LH mUI/ml
E2 pg/ml
PRL _ng/ml
TSH mUI/1

NOTAS.
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5.2. Formulario de recogida de datos en Access 2007°

FACTORES PRONOSTICOS ICSI-TESE

N° H varén NOMBRE vardén APELLIDOS varén 1
!
AZOOSPERMIA El NOTA otras causas azoosp ‘
FSH varén LH varén TESTOSTERONA PRL varén TSH vardn
FECHABIOPSIA _ SPIC CNCENTR SP (mill) ‘% MOTILIDAD BASAL
[ [
N° H mujer NOMBRE mujer _APELLIDOS mujer FECHA NAC mujer
GESTACIONES PRETERMINO  ABORTOS FETOS MUERTOS RN VIVOS
| , | ]

ESTERILIDAD SECUNDARIA  CAUSA ESTERILIDAD SECUNDARIA NOTA otras causas est secundariz
[ [ ]

FSH mujer LH mujer E2 PRL mujer TSH mujer

1 1 1

| Registro: 4 1del > oMb K Buscar
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