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Resumen Se describe un embarazo logrado en una paciente de 26 anos mediante fer-
tilizacién in vitro por inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides obteni-
dos de una biopsia teslicular criopreservada. Este procedimiento se utilizo debido a que
el esposo presentaba una azoospermia obstructiva. En un primer intento se obtuvo un
embarazo utilizando biopsia fresca y el resto del tejido se criopreservd. Al interrumpirse
espontaneamente el embarazo se realizé un segundo intento con la muestra
criopreservada. Se obtuvieron 12 ovocitos metafase 2, los que inyectados dieron 9 em-
briones. Tres de ellos se transfirieron en estadio de 8 células, los seis restantes se
criopreservaron. Se logrd un embarazo clinico con dos sacos gestacionales.
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A partir de la introduccion de la ICSI (intracy-
toplasmic sperm injection)’ cambiaron completa-
mente las posibilidades de tratamiento para la
infertilidad debida a factor masculine severo, Asi
@s que las azoospermias de origen congénilo o
adquirido pasaron a ser tratables con buenas
posibilidades de éxito mediante la combinacion de
la ICSI| con la micro aspiracién de esperma-
tozoides del epididimo (MESA), extraccion de
espermatozoides de biopsias testiculares (TESE)
o biopsia testicular mediante aguja fina; todas las
cuales resultaron exitosas en cuanto a la obten-
cion de buenas tasas de fenilizacion, y embara-
zos evolutivos®. También se comunicaron resul-
tados comparativamente buenos luego de reali-
zar ICSI| con muestras de espermatozoides ob-
tenidos de aspiracion de epididimo y posterior-
mente mantenidos criopreservados, indicando
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gue a pesar del efecto negativo de la criopreser-
vacian sobre la viabilidad de los espermatozoides,
se podia recuperar un nomero suficiente para
realizar una ICS| con buenos resultados®. Dado
gue la técnica requiere sdlo unos pocos
aspermatozoides viables, la cricpreservacion de
parte de la muestra obtenida se recomienda para
avitar la repeticion de la cirugia en casc de
requerirse realizar un nuevo ciclo de |CSI. La
criopreservacion de muestras de testiculo tam-
bién debe realizarse en base a las mismas con-
sideraciones, si bien en un principio no se la to-
maba como una alternativa valida debido al es-
caso numero de espermatozoides presentes y a
su escasa motilidad™ *. Sin embargo fueron sur-
giendo evidencias de que la criopreservacion de
muestras de testiculo podia ser de utilidad para
la realizacion de ciclos de ICS| sin necesidad de
recurrir a la obtencién de nuevas muestras™"®,
En este articulo se describe un caso en el cual
ante la necesidad de repetir un ciclo de ICSI en
una azoospermia obstructiva, se recurrié a un
fragmento de testiculo que se mantenia criopre-

713



MEDICINA

servado desde un intento previo, y se obtuvo asi
un embarazo clinico.

Descripcion del caso

Una pareja, ambos de 26 afios, consulté por esterili-
dad primaria en marzo de 1996. La mujer no presentaba
ninguna anormalidad luego de un analisis exhaustivo,
mientras que en el 8Spos0 e encontrd UNa azoospermia
de origen obslructivo por una agenesia distal de vias
espermaticas. Considerando la posible asociacidn entre
esta patologia y la fibrosis quistica, se evalud a ambos
miembros de la pareja para las 22 mutaciones mas fre-
cuentes del gen del CFAT (Canal de Cl- ) siando negati-
vo al estudio de todas ellas. Por ser este un cuadro
obstructivo no factible de resolver con microcirugia se
decidié efectuar un ciclo de fertilizacién in vitro (FIV}
madiante ICS| (Inyeccidn intracitoplasmatica del esperma-
tozoide). En octubra de 1896 se realizd la estimulacin
ovdrica mediants el andlogo de hormona liberadora de
gonadetrofinas (GNAH-a) Acatato de Leuprolida (Lupran,
Laboratorios Abbott, Argantina), hormona foliculo estimu-
lante pura (FSH-P, Metrodin HP, Serono, Argentina) y
gonadotrofina menopausica humana (HMG, Pergonal,
Serono, Argentina). Cuando la medida da los foliculos
dominantes fue igual 0 mayor a 18 mm se inyectd 10.000
U.|. da gonadotrofina coriénica humana (HCG, Profasi,
Serono, Argentina) y 36 horas despuds se efectud la pun-
cién por via transvaginal, bajo control ecografico utilizan-
do anestesia local paracervical y parauterina mediante
clorhidrato de Tdocaina. De los 13 oveocitos recolectados,
12 resultaron maduros (metafase 2) y 1 inmaduro (Profase
1}. El dia de la puncién se intantd sin éxito la recupera-
cidn de esparmatozoides por puncion de epididimo bajo
anestasia local. Debido a ello se realizd una toma da biop-
sia de tefido testicular. La muestra fue procesada proce-
diendo a lavarla de restos de sangre con medic HTF
(Human Tubal Fluid)®, suplementado con 10% de 855
(Syntatic serum substitute, Irvine Scientific, Santa Ana,
California, U.S.A.), ¥ luego reducida a muy peguefios tro-
zos con la ayuda de tjeras. Una alicuota se reserve para
al procedimianto y el resto se mezcld con un volumen
igual de HTF con 10% de S55 y 12% de glicerol, se en-
vasd en crotubos de 1 ml v 5e criopreservo equilibrands
la temperatura durante 30 minutos a 4°C, luego mante-
niendo ofros 30 minutos suspendido en el cuelle de un
termao sobre vapaor de nitrdgeno liquido, y finalmente su-
mergiendo las muestras en nitrdgeno liquido donde fue-
ron mantenidas hasta su utilizacion. Con el resto de la
muestra fresca se efectud una ICSI utilizandose una téc-
nica semejante a la ya descripta®. Los 12 ovocitos
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metafase 2 fueron inyectados, uno se destruyd durante
al procedimiento, y de los 11 restantas 8 mostraron se-
fiales de ferilizacion (presencia de 2 prondcleos) 14 ho-
ras luego de la ICSI. Aproximadaments 48 horas poste-
riores a la aspiracion se transfiriercn 3 preambriones de
cuatro células, con blastomeras simétricas y escasos frag-
mentos. Se ulilizd para ello un catéter de Frydman y la
via transcer-vical, Los embriones no ransferidos presen-
taban méas del 25% de fragmentos citoplasmaticos
anucleados, y $e pasaron a cocullive sobre una
monocapa de células vero con medio alfa-MEM {madifi-
cacion o, minimal assential medium) suplementado con
glutamina y 10% de S55. Esto tuvo por objelivo parmitir
una mejor evaluacion de su potencial evolutivo, y evitar
asi criopreservar material inviable, ya que la presencia de
elevada fragmentacién indica menor viabilidad tanto an-
tes como después de la criopreservacion, Luego de 72
haras dos embriones gue continuaron desarrollando alcan-
zaron el estadio de blastocisto expandido, y fugren
criopreservados segun la técnica da Manazo™, |os tres res-
tantes mostraban polifragmentacion y detencion del desarms-
llo en estadios de 4 a 5 células. En este ciclo sa obiuvo un
smbarazo igemelar biamnidtice, que sa intemumpid espon-
taneamenta a las 22 semanas, Cualro meses después sa
realizd la transferencia de los blastocistos criopreservacos,
sin obtener embarazo, por o gue se realizé un nueva ciclo
de estimulacién ovérica utiizanda el mismo protocols. En
esla ocasion se captaron 15 ovocttos, de los cuales 12 es-
taban en motafasa 2. La muestra de testiculo eropresonada
sa descongeld unas 14 horas antes de la puncian, fundian-
do el higlo en bafic de Maria a 37°C, y diluyendo con alfa-
MEM con 10%: de 555, El sedimanto se resuspendid en 0.5
mi del mismo medio de cullive y se colocd en incubadara a
A7EC y con atmdsfera de 5% de CO,. Al dia siguisnte se
raalizd la observacién microscopica en fresco, encontrando-
se espermatozoides de buena morfologia con movilidad in
situ, Utilizando estos espermatozoides se realizd ICS| en los
12 ovocitos maduros de los cuales 9 ferilizaron nommalmaen-
te. A las 72 horas de la puncidn se realizd la transferencia,
del mismo modo que en al primer ciclo. Se transfiieron lres
preembriones, dos de B células con blastomeras siméfricas,
sin fragmentos, y otro de 12 células, con blastomaras simé-
Iricas y escasa fragmentacion. Los seis preambriones res-
tantes, dado que lambién presentaban buena morfologia se
criopreservaron en el estadio de B células con la técnica de
Testard™.

A los 12 dias post-transferencia se obiuve un valor de
subunidad beta de hCG en sangre de 850 mUl/ml, a las
siate semanas se realizd una ecogralia con transducior
vaginal observandose dos sacos gestacionales con am-
bridn y actividad cardiaca positiva. Actualmente cursa
nomalments 1a décimo cuarta semana.
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Discusién

Son escasas y recientes las publicaciones re-
feridas a embarazos obtenidos con ICS] y esper-
matozoides testiculares criopreservados®* ', Las
tasas de fertilizacidn y clivaje obtenidas en este
caso son tan buenas como las logradas con
esparmatozoides frescos, dato que difiere con lo
hallado por otros autores?. Tal como se observa
con espermatozoides eyaculados u obtenidos de
epididimo® * &, los espermatozoides testiculares
también conservan después de la criopreser-
vacion su capacidad de fertilizar si se emplea
ICSI, a pesar del innegable detericro que produ-
ce su congelacion y descongelacién. El dafio
potencial que pudiera sufrir el ADN durante el
proceso no debe ser olvidado, perc por otra par-
le no existen razones para suponer que los
espermatozoides de origen teslicular sean mas
susceptibles a ese dafo que aquellos de
eyaculado o epididimo con los que existe buena
experiencia. Consideramos fundamental para el
éxito del procedimiento que en |a biopsia de tes-
ticulo se observen espermatozoides maviles an-
tes de la criopreservacion y también gue estos
conserven aungue sea un minimo de motilidad
luego de la descongelacidn, ya que de esta for-
ma puede identificarse de manera inequivoca a
los espermatozoides vivos, lo cual garantiza una
alta tasa de fertilizacidon, cosa que no ocurre
cuando sdlo se observan espermatozoides inmad-
viles. A pesar de que la eficacia de la utilizacion
de muestras de testiculo criopreservado para
obtener fertilizacion mediante 1CS| debe ser con-
firmada a través de la realizacion de un numero
significative de casos, los resultados obtenidos
hasta ahora resultan auspiciosos para aguellos
hombres gue sin este recurso deberian ser so-
metidos a repetidas cirugias para cada nuevo
intento de |CSI. La posibilidad de criopreservar y
utilizar exitosamente muestras de espermato-
zoides de testiculo, como asi también de epidi-
dimo, es un progreso importanie para aquellos
hombres que presentan azoospermias, particular-
mente si éstas son de origen cbstructivo. En base
a estos resultados debe darse importancia a la
posibilidad de criopreservar cualquier excedente

ICSl CON ESPERMATOZOIDES CRIOPRESERVADOS

de muestra testicular o epididimaria utilizados
para un procedimiento de |CSI, como asi también
en las ocasiones en gue se efectdan tomas de
biopsia testicular con fines diagnasticos deberia
separarse una alicuota para criopreservar y asi,
en el caso de decidir la realizacion de una 1CS]
recurrir a esta alicuota sin necesidad de repetir
la toma. Otra aplicacién derivada de esta meto-
dologia seria la criopreservacion de mueslras de
testicule de pacientes que deben someterse a
ablacion por presentar seminomas y que desean
conservar para el futuro la posibilidad de procrear.

Desde su introduccién en 1992, la ICSI fue
rapidamente adoptada en todo el mundo para la
reproduccion asistida de parejas con factor mas-
culino severo. Dado que el uso clinico de la ICSI
no tuve antecedentes en ningun modelo animal,
solo se dispone de experiencias recogidas de la
evaluacion de resultados obtenidos con humanos.
La ICSl, al inyectar directamente un espermato-
zoide dentro del ovocito salta todas las barreras
selectivas desarrolladas a través de millones de
anos de seleccion natural. Hasta ahora no se ha
detectado ningln incremento significativo de de-
fectos en nifos nacidos mediante esta técnica. Al
parecer el principal riesgo inherente a la ICS|
radicaria en la posible transmisién de defectos
genéticos, como microdeleciones en el cromo-
soma ¥, que podrian perpetuar algunas formas
de esterilidad masculina. Por otra parte, distintos
tactores tales como la adecuada seleccidn de los
espermalozoides inyectados, una buena técnica
de inyeccidn, y la seleccidn critica de los candi-
datos a ICSl atenuarian substancialmente los
posibles riesgos. Teniendo en cuenta que &l even-
tual peligro de transmitir defectos genéticos liga-
dos a la condicién de subfertilidad implica conse-
cuencias mas bien éticas y psicoldgicas rjue me-
dicas, creemos que negar a un paciente, en lo
deméas normal, la posibilidad de truner un hijo en
base al argumento de gue podric transmitirle un
defecto en la espermatogénesis implicaria un
ejercicio no ético de eugenesia. Por lo tanto, con-
sideramos que resulta esencial la informacion
detallada a los pacientes de este riesgo poten-
cial, y que éstos decidan libremente sobre la rea-
lizacion del tratamiento.
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Summary

Pregnancy obiained by intracytoplasmic oocyfe
injection of spermatozoa retrieved from a
cryopreserved testicular biopsy

We have obtained a clinical pregnancy in a 26
year old patient by means of in vitro cocyte ferti-
lization by intracytoplasmic injection of spermato-
zoa obtained from a cryopreserved testicular bi-
opsy. In a first attempt performed with fresh bi-
opsy material, the woman became pregnant, but
the pregnancy ended in a spontanecus abortion.
In a second cycle, the spermatozoa were retrie-
ved from a cryopreserved sample saved from the
first attempt. Twelve metaphase |l cocytes were
collected and injected; from these, nine became
fertilized, three preembryos were transierred at
the eighth-cell stage and the other six were
cryopreserved. An ongoeing clinical pregnancy was
obtained with two gestational sacs.
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Not only will men of science have to grapple with the sciences that deal with man but —and
this is a far more difficult matter- they will have to persuade the world to listen to what they
have discoverad. If they cannot succeed in this difficult enterprise, man will destroy himself by

his halfway cleverness.

Los hombres de ciencia no sdlo tendrén que lidiar con las ciencias que conciernen al hom-
bre sino que -y esto es mucho mas dificil- tendrdn que conseguir que el mundo entienda lo
que han descubierto. Si no tienen éxito en esta dificil coyuntura, el hombre se destruira a si

mismo con su mediano ingenio.

Bertrand Russell (1872-1970)
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