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RESUMEN

Introduccion: A pesar de las ventajas que presenta la criopreservacion
de espermatozoides testiculares, los datos que refleja la bibliografia
acerca de los resultados obtenidos, son bastante contradictorios.

Objetivos: El objetivo de este trabajo es la optimizacion de los resulta-
dos del ICSI (éntra-cytoplasmatic sperm injection) basindose en el mé-
todo de procesamiento de los espermatozoides de testiculo congela-
dos y descongelados.

Métodos: Se realizaron 60 biopsias de testiculo en varones diagnostica-
dos de azoospermia obstructiva, y se aislaron espermatozoides que se
criopreservaron. Se realizaron un total de 90 ciclos de ICSI. Los grupos
de estudio fueron: grupo 1 (control) (n = 20), los espermatozoides tes-
ticulares en fresco se incubaron durante 4 h antes del ICSI; grupo

2 (n = 34), los espermatozoides testiculares se incubaron durante 4-6 h
antes de la criopreservacion y se utilizaron para ICSI las muestras des-
congeladas, y grupo 3 (n = 38), los espermatozoides testiculares emplea-
dos para ICSI se incubaron durante 4-6 h después de la descongelacion.
En los 3 grupos se compararon: tasa de fecundacion, tasa de divisién,
calidad embrionaria, tasa de gestacién e implantacion.

Resultados: La movilidad de los espermatozoides aumentaba a lo lar-
go del tiempo en los 3 grupos de estudio. No se encontraron diferen-
cias estadisticamente significativas en la tasa de divisién, calidad em-
brionaria, gestacion e implantacién entre los 3 grupos. Sin embargo,
la tasa de fecundacién fue significativamente mayor en el grupo 3
(71,6%) y mads baja en los grupos 2 (62%) y 1 (63,5%) (p < 0,05).

Conclusiones: En conclusién, el ICSI con espermatozoides testiculares
después de incubacién durante al menos 4 h posdescongelacion de las
muestras resulta en una mayor tasa de fecundacion, lo que significa
mayor namero total de embriones.

Palabras clave: Criopreservacion de espermatozoides. Descongela-
cién. Incubacion. Tasa de fecundacion. ICSI.

Correspondencia: Dra. R. Nuiez Calonge.
Clinica Tambre.

Tambre, 8. 28002 Madrid. Espana.

Correo electrénico: rocio@clinicatambre.com

ABSTRACT

Optimization of the results of intracytoplasmic
sperm injection with frozen-thawed spermatozoa
from testicular biopsy

Introduction: Despite the advantages of cryopre-
servation of testicular spermatozoa, the data re-
ported in the literature on the results obtained are
contradictory.

Objectives: The aim of this study was to optimize the
results of intracytoplasmic sperm injection (ICSI) of
frozen-thawed human testicular spermatozoa.

Methods: Sixty testicular biopsies were taken from
men with a diagnosis of obstructive azoospermia.
Spermatozoa were cryopreserved. Ninety ICSI cy-
cles were performed. The study groups were as fo-
llows: group 1 (control group) (n = 20) fresh testi-
cular spermatozoa were cultured for 4 h before
ICSI was performed; group 2 (n = 34) testicular
biopsy samples were cryopreserved after 4-6 h of in-
vitro culture and intra-cytoplasmatic sperm injection
(ICSI) was performed after testicular spermatozoa
were thawed; and group 3 (n = 38) the testicular
spermatozoa suspension was incubated for 4-6 h
post thawing and ICSI was performed.
Fertilization rates, cleavage rates, embryo quality
and implantation and pregnancy rates were com-
pared among the three groups.

Results: The motility of cultured testicular sper-
matozoa was significantly improved after culture
in all sperm samples from groups 1 to 3. No sta-
tistically significant differences were found in
embryo cleavage, embryo quality, or implantation
and pregnancy rates among the 3 groups. Howe-
ver, the fertilization rate was significantly higher
in group 3 (71. 6%) and was lower in groups 2
(62%) and 1 (63.5%) (p < 0.05).

Conclusions: In conclusion, ICSI with testicular
spermatozoa incubated for at least 4 hours after
thawing results in higher fertilization rates, lea-
ding to a greater number of embryos for transfer.

Key words: Sperm cryopreservation. Thawing. In-
cubation. Fertilization rate. ICSI.
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INTRODUCCION

La extraccion de espermatozoides testiculares en
combinacién con ICSI (intra-cytoplasmatic sperm in-
jection) se ha demostrado como un método efectivo
para el tratamiento de la azoospermia obstructiva y no
obstructival*. El éxito del ICSI con espermatozoides
testiculares condujo a la utilizacién de estos esperma-
tozoides congelados y descongelados®. El uso de la
criopreservacion de espermatozoides testiculares pue-
de asi reducir el nimero de procedimientos quirdargi-
cos necesarios para conseguir una gestacion, evitando
repetidas biopsias de testiculo®. Sin embargo, los da-
tos publicados que comparan resultados de ICSI con
espermatozoides de testiculo frescos frente a congela-
dos, son motivo de controversia’®. Aunque la tasa de
gestacion es comparable con ambos métodos!?; pare-
ce ser que la movilidad de los espermatozoides testi-
culares puede mejorarse después de cultivo in vitro'l,
aunque no se conoce si la tasa de gestaciéon e implan-
tacién puede verse afectada.

El objetivo de este trabajo es la optimizacion de los
resultados de ICSI basindose en el método de proce-
samiento de los espermatozoides de testiculo congela-
dos y descongelados. Para ello, se comprueba la in-
fluencia del tiempo y momento de incubacién (antes
y después de la congelacién) de los espermatozoides
testiculares en la tasa de fecundacién, division em-
brionaria, calidad embrionaria, tasa de implantacién y
tasa de gestacion en ciclos de ICSI.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Se ha incluido en el estudio a 60 varones diagnostica-
dos previamente de azoospermia obstructiva tras eva-
luacién uroandrolégica en la Clinica Tambre de Ma-
drid. La media de edad fue de 35 anos (rango, 28-47
anos). Se han realizado un total de 90 ciclos de ICSI
con espermatozoides de testiculo.

La estimulacién ovdrica se realiz6 en todos los ca-
sos con antagonistas (Cetrotide® [Serono| u Orgalu-
tran® [Organon]) y gonadotropinas recombinantes
(Gonal® [Serono] o Puregon® [Organon|) o urinarias
(Menopur® [Ferring]). Cuando se observé un folicu-
lo dominante de mas de 18 mm con una concentra-
cién sérica de estradiol por foliculo maduro de 200-
300 pg/ml, se administré una dosis de 250 mg de
hCG recombinante (Ovitrelle® [Serono]) para inducir
la rotura folicular. La puncién folicular se realizé 36 h
después de la administracion de la hCG.
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Biopsia testicular

El procedimiento de la biopsia testicular es similar al
descrito previamente por Devroey et al'2) y la prepara-
cién de los espermatozoides testiculares estd basada
en la publicada por Liu et al''. En resumen, la mues-
tra de tejido testicular se colocd en una placa de Petri
con 2 ml de medio (Sperm-Prep [Medi Cult]). Des-
pués de la extraccién del tejido conectivo que rodea
los timulos seminiferos con 2 portaobjetos, se dilace-
16 el tejido y se observé en un microscopio invertido
la presencia de espermatozoides a X400 (Diaphot
[ Nikon]).

Tras la observacion de algin espermatozoide, la
muestra se transfirié a un tubo Falcon de 15 ml, reti-
rando los restos de tejido que pudiera haber en la pla-
ca. La suspensiéon espermadtica se centrifugd a 300 g
durante 5 min. Después de la centrifugacién se dese-
cho el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en
0,2 ml de medio IVF (Medi Cult) (fig. 1). Una vez
resuspendida la muestra se colocé 1 gota de 10 pl en
un portaobjetos para observar espermatozoides movi-
les. La movilidad de los espermatozoides se clasifico
como: inmoviles, movilidad de tipo ¢ (sin desplaza-
miento) y movilidad de tipo a o b (con desplazamien-
to rectilineo o no).

Cultivo in vitro de espermatozoides testiculares

El medio utilizado para la incubacién de la muestra
testicular fue el IVF (Medi Cult), sin suplementos
adicionales. El cultivo de los espermatozoides se reali-
z6 tras preparar una placa de ICSI con microgotas de
10 pl con la suspension espermdtica y cubiertas con
aceite mineral (Ovoil [Vitrolife]). La incubacion se
realiz6 en un incubador de CO, al 6%, sin cambio del
medio de cultivo.

Estimacion de la movilidad espermatica

La movilidad de los espermatozoides testiculares se
estim6 a diferentes intervalos de tiempo: 1, 2, 4, 6, 8,
24, 48 y 72 h, con un microscopio invertido (Dia-
phot [Nikon]) a 400 aumentos. Se realizé un recuen-
to de un total de 100 espermatozoides para cada pla-
ca en el total de las microgotas, anotando el namero
de espermatozoides inméviles y moéviles progresivos
0 no.

Congelacion y descongelacion de espermatozoides
Después de la centrifugacion y posterior resuspension

de la muestra testicular, se afiadié el mismo volumen
de crioprotector (CRIOSPERM) mezclandose bien.
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&
Congelacién en pildoras
Figura 1. Preparacion de las muestras de biopsia de testiculo para
su congelacion: dilaceracion del tejido en medio de cultivo Sperm-

Prep para aislar espermatozoides, centrifugacion, retirada del sobre-
nadante ¢ incubacién del sedimento con medio IVF.

Nieve carboénica

Figura 2. Preparacion de los bloques de nieve carbénica (Snow-
Pack) con una botella de CO, con sonda, y formacién de los orifi-
cios para congelar en pildoras.

Esta muestra se dejoé durante 45 min a 4 °C en el fri-
gorifico y mientras tanto se preparaba el hielo seco
(Snowpack [MG Gas Products]) (fig. 2). Este es un
procedimiento modificado del método de congela-
ci6n de Nagase y Niwa!® adaptado a espermatozoides
humanos'*. Después de la refrigeracion, se prepararon
las pildoras de 10 pl, dejandolas en el hielo seco du-
rante 2 min. Cada pildora se situ6 en un vial de 1 ml
que se sumergié en nitrégeno liquido.

Para la descongelacion, se sacaron tantas pildoras
como se necesitaron de los viales, y se trasladaron a
un tubo Falcon de 15 ml, que se mantuvo a 37 °C en
un bano Marfa durante 3-5 min. Una vez descongela-

y descongelados procedentes de biopsia de testiculo

da la muestra se anadian 2 ml de medio IVF (Medi
Cult), mezclindose bien. Después de homogeneizar
la mezcla, se centrifugd a 300 g durante 5 min para
descartar el crioprotector. Después de la centrifuga-
cidn se retird el sobrenadante y se anadié 1 ml de me-
dio IVF (Medi Cult).

Los procedimientos de cultivo de los espermatozoi-
des congelados y descongelados de testiculo, asi
como el examen de la movilidad, son los mismos que
los descritos previamente para espermatozoides en
fresco.

Microinyeccion intracitoplasmatica

El procedimiento del ICSI es similar al descrito por
Van Steirteghem et al?. Los ovocitos se extraen me-
diante puncién transvaginal guiada ecograficamente
después de estimulacion ovarica. A los ovocitos que
extruyeron el primer corptsculo polar se les realizé la
microinyeccién con espermatozoides de testiculo fres-
co o descongelado. Aproximadamente 18 h después
del ICSI se determiné la fecundacién como normal
cuando se observaron 2 prontcleos. Después de otras
24 h de cultivo in vitro se observaron los embriones,
comprobando el ntmero y la calidad de células en
funciéon del porcentaje de fragmentacidon, tamafo e
igualdad de las blastomeras y presencia de vacuolas o
multinucleacién.

La transferencia embrionaria se realizé a las 48 o
72 h de la puncién folicular, utilizando el catéter de
Wallace (The Edwards-Wallace Embryo Replacement
Catéter, Sims, Portex Ltd., Kent, UK).

La gestacion se determind por ecografia transvagi-
nal con la presencia de saco gestacional con latido
cardiaco a las 4 semanas de la transferencia embrio-
naria.

Grupos incluidos en el estudio

— Grupo 1 (grupo control): espermatozoides de testi-
culo en fresco de 15 pacientes (20 ciclos de ICSI) se
cultivaron 4 h antes de realizar el ICSI.

— Grupo 2: 34 ciclos de ICSI con espermatozoides
de testiculo previamente congelados de 20 pacientes.
Las muestras se incubaron durante 4-6 h antes de la
congelacién, y el ICSI se realizé después de la des-
congelacién espermatica, cuando se encontraron es-
permatozoides moviles.

— Grupo 3: 38 ciclos de ICSI con espermatozoides
de testiculo previamente congelados de 25 pacientes.
Las muestras se congelaron sin incubacién previa, y
tras la descongelacion se realizé un cultivo de los es-
permatozoides testiculares durante 4-6 h previo a la
microinyeccion.
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Estadistica

Se realizé un test de 2 muestras (t-test) para analizar
los cambios de movilidad antes y después del cultivo
de espermatozoides. Para comprobar la diferencia en-
tre los resultados de ICSI (fecundacion, division, cali-
dad embrionaria, gestacion e implantacién) se empled
un test de x2. Se consideraron como significativas las
probabilidades < 5%.

RESULTADOS

Movilidad espermatica en espermatozoides
de testiculo tras incubacion

La movilidad de los espermatozoides de testiculo me-
jord significativamente en los 3 grupos después del
cultivo. La movilidad alcanzé un pico en la mayoria
de las muestras alrededor de las 6 h de cultivo, sin ne-
cesidad de suplementar los medios. No se encontrd
movilidad espermatica en ningan caso después de las
72 h de cultivo. No se hallaron diferencias estadistica-

mente significativas en términos de nimero de esper-
matozoides moviles (progresivamente moviles y moé-
viles no progresivos) entre los 3 grupos (tabla 1).

Resultados de la microinyeccion intracitoplasmatica
en los 3 grupos

El resultado de ICSI con espermatozoides frescos y
congelados, con y sin incubacién previa (grupos 1, 2
y 3) se muestran en la tabla 2. La tasa de fecundacién
fue significativamente mayor en el grupo 3 (71,6%) (p
< 0,05) y menor en los grupos 1 (62%) y 2 (63,5%).
No se encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas en el resto de los pardmetros estudiados, tasa
de division, nimero de embriones de buena calidad,
tasa de gestacion e implantacion, entre los 3 grupos.

DISCUSION

Varios autores han demostrado que realizando ICSI
con espermatozoides testiculares frescos o congelados,
los resultados son similares y que la congelacién no

TABLA 1. Movilidad de los espermatozoides testiculares en diferentes intervalos de tiempo en muestras de testiculo
en fresco (grupo 1), incubando antes de la congelacion (grupo 2) e incubando tras la descongelacién (grupo 3)

Porcentaje* de espermatozoides moviles

Horas de cultivo Control sin congelacion

Incubacion precongelacion

Incubacion poscongelacion

grupo 1 grupo 2 grupo 3
1 2+2 2+3 3+2
2 105 12 +4 145
4 18 +8 20«5 19 + 10
6 28 + 15 25+ 18 30+ 15
8 16 + 18 15+ 10 18 + 10
24 8+8 10+ 5 11 +10
48 68 87 9+10
72 4+8 2+5 210

*Medias + desviacion estindar.

TABLA 2. Resultado de ICSI con espermatozoides sin congelar (grupo 1)
y con espermatozoides congelados y descongelados (grupos 2 y 3)

Control sin congelacion

Incubacion precongelacion Incubacion poscongelacion

grupo 1 grupo 2 grupo 3

Numero de pacientes 5 20 25

Nuamero de ciclos 20 34 38

Nuamero de ovocitos inyectados 280 422 482
Fecundacion (%)* 62 63,5 71,6
Divisién (%) 71,6 76 79,8
Embriones G1-G2 (%) 67,6 76 69

Embarazo clinico (%) 7/20 (35) 12/34 (35,2) 14 /38 (36,8)
Abortos (%) 12 11,5 12,2
Implantacién (%) 18 22 21,5

G1-G2: grado de calidad embrionaria; ICSI: intra-cytoplasmatic sperm injection.

*El grupo 3 es significativamente mayor que los grupos 1y 2 (p < 0,05).
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afecta a los espermatozoides'®!8. Considerando estos

resultados, se podrian evitar repetidas biopsias testicu-
lares congelando los espermatozoides extraidos del tes-
ticulo en pacientes azoospérmicos. En consecuencia,
algunos grupos han intentado mejorar los protocolos
de congelacion de espermatozoides testiculares!®-20.

En nuestro deseo de desarrollar estrategias mas efi-
cientes con el uso de espermatozoides de testiculo
congelados, hemos comparado el namero de esper-
matozoides moviles, la tasa de fecundacion, la divi-
sion, la calidad embrionaria, la gestacion y la implan-
tacion empleando 2 métodos distintos: incubando
4-6 h antes de la congelacién y después de la congela-
cién espermdtica, y comparando a su vez con un gru-
po control sin criopreservacion.

Nuestros resultados han demostrado que después
de unas horas de incubacién, en todos los grupos, la
movilidad mejoré significativamente, alcanzandose el
méximo aproximadamente a las 6 h en todos los gru-
pos. Previamente, se ha observado los cambios en los
patrones de movilidad durante el cultivo in vitro, des-
cribiéndose las implicaciones practicas de utilizar es-
permatozoides testiculares para ICSI después de su
maduraciéon’. La movilidad de los espermatozoides
testiculares en esta publicacién alcanzé su méaximo a
las 72 h, y los resultados revelan que la criopreserva-
cién ejerce un efecto adverso en la tasa de superviven-
cla espermatica, ya que el porcentaje de espermato-
zoides inmoviles aumenta significativamente tras la
descongelacion. Estas diferencias podrian estar rela-
cionadas con los procedimientos utilizados en este es-
tudio. Sin embargo, hasta ahora no se habia descrito
la influencia del tiempo de incubacién de espermato-
zoides congelados y descongelados, y el momento de
la incubacion, en los resultados de ICSI.

En nuestro estudio, los espermatozoides de testicu-
lo cultivados durante un periodo de 4-6 h después de
la descongelacién ofrecieron las mejores tasas de fe-
cundacién (el 71,6 frente al 63,5 y al 62%). No se en-
contraron diferencias significativas en el resto de los
parametros.

Estos descubrimientos estin en consonancia con
otros estudios publicados previamente, los cuales no
manifestaron diferencias de tasa de gestacién entre
utilizacién de espermatozoides frescos y congelados!>18.
Sin embargo, nuestros resultados contrastan con los
trabajos en los que se obtienen mejores resultados
con espermatozoides frescos que con congelados?!.
Una posibilidad que pudiera resolver tales discrepan-
cias es que los métodos de congelaciéon varfan entre
estos grupos, y que la técnica de congelacion y des-
congelacion puede afectar significativamente a los re-
sultados de ICSI. Son muy escasos los estudios com-
parativos para optimizar la preparacion de tejido

y descongelados procedentes de biopsia de testiculo

espermatico, protocolos de congelacién y crioprotec-
tores empleados?2.

En un estudio realizado por Nogueira et al 2%, en el
que se examind con microscopia electrénica los esperma-
tozoides testiculares antes y después de la congelacion,
se demostrd que el principal dano que ejerce la congela-
cion es en las membranas plasmatica y acrosomal. Estos
danos se observaron, sobre todo, en los espermatozoides
maduros y en los tltimos estadios de la espermatogénesis
(espermatides alongadas). Esto sugiere que la madura-
cién que ocurre durante el tiempo de incubacién in vitro
de los espermatozoides testiculares, no altera la capaci-
dad de éstos para evitar los rigores de la criopreservacion.
En el caso de incubar espermatozoides testiculares antes
de la congelaciéon, parece que éstos pudieran ser mas
sensibles a la crioinjuria. Estos hallazgos podrian explicar
por qué en nuestro estudio se demuestra una mejora en
la tasa de fecundacién con espermatozoides incubados
después de la descongelacion.

En un reciente trabajo, Wald et al** encontraron re-
sultados similares: igual tasa de gestacion con esper-
matozoides de testiculo frescos y descongelados, pero
mayor tasa de fecundacién con espermatozoides des-
congelados. Sin embargo, en este trabajo no se anali-
za la influencia en los resultados de la técnica de con-
gelacion empleada.

124

CONCLUSION

Estos datos indican que un manejo mas racional de
las muestras de tejido testicular, en el caso de esper-
matozoides criopreservados, conllevaria una mejora
en la movilidad espermatica y mejor tasa de fecun-
dacién en ICSI. Un aumento en el porcentaje de fe-
cundacién y, por lo tanto, un mayor namero de
embriones obtenidos en un ciclo de ICSI con esper-
matozoides de testiculo descongelados, permitiria una
mejor seleccion para la transferencia embrionaria y la
posibilidad de congelacién de embriones, lo que per-
mitirfa, en caso de no gestacién, mas intentos futuros.
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