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Objetivos: El propdsito de este estudio es evaluar la eficacia de los
laboratorios de embriologia y de anatomia patologica para hallar
espermatozoides en las muestras de tejido testicular obtenido por
biopsia testicular (testicular sperm extraction, TESE) en pacientes con
azoospermia no obstructiva.

Materiales y métodos: Se realizo un analisis retrospectivo y prospectivo
de todos los pacientes con azoospermia no obstructiva atendidos en
CRECER y en la Clinica Privada Pueyrreddn, entre enero de 2006 y
diciembre de 2016. En este estudio solo se incluyeron aquellos pacientes
en los que la muestra obtenida con TESE fue enviada simultdneamente
al anatomopatdlogo y al laboratorio de embriologia. Para el anélisis de
los resultados de las hiopsias el estudio se detuvo a fines de 2016, pero
el seguimiento de los pacientes continud hasta el mes de octubre de
2017, registrandose todos aquellos casos que realizaron procedimientos
de inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (intracytoplasmic
sperm injection, 1CSI) con muestras obtenidas de TESE y se anotd la
obtencién de embriones, embarazos y nacimientos.

Resultados: El laboratorio de embriologia hallé espermatozoides en 36 de
los 68 pacientes (52,9%), mientras que el laboratorio de patologia solo
informé presencia en 21 pacientes (30,88%). Hubo acuerdo en el hallazgo
de espermatozoides entre ambos laboratorios en 20 de los 68 casos
(29,41%), mientras que en 16 pacientes el laboratorio de embriologia
encontrd espermatozoides donde el de patologia no pudo hacerlo (23,53%).
Al mismo tiempo, el laboratorio de patologia hallé espermatozoides solo en
un caso en el que el de embriologia informd su ausencia para la misma
muestra analizada (1,47%) (p=0,0003).

Conclusiones: E| laboratorio de embriologia es significativamente méas
eficaz para determinar la presencia de espermatozoides en las muestras
de TESE, teniendo mejor rendimiento que el de patologia, por lo que
consideramos que, si las muestras fueran analizadas solo por el patélogo,
se perderia la posibilidad de lograr muchos embarazos realizando ICSI
mas TESE.

PALABRAS CLAVE: Azoospermia, inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (intracytoplasmic sperm injection, 1CSI), biopsia
testicular (TESE).

Objectives: The purpose of this study is to evaluate the efficacy of
embryology and pathological anatomy laboratories to find spermatozoa in
testicular tissue samples obtained by testicular sperm extraction (TESE)
in patients with non-obstructive azoospermia.

Materials and methods: It was carried out a retrospective and prospective
analysis of all the patients with non-obstructive azoospermia treated at
CRECER and at Clinica Privada Pueyrreddn, between January 2006 and
December 2016. This study only includes patients in whom the sample
obtained with TESE was sent at the same time to the pathology and
embryology laboratory. For the analysis of the results of the biopsies, the
study was stopped at the end of 2016, but the follow-up of the patients
continued until October 2017, registering all those cases that performed
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) with samples obtained from TESE
and wrote down the patients who've got embryos, pregnancies, and births.
Results: The embryology laboratory found sperm in 36 of the 68 patients
(52.9%), while the pathology laboratory only reported presence in 21
patients (30.88%). There was agreement in the finding of sperm between
both laboratories in 20 of the 68 cases (29.41%), while in 16 patients the
embryology laboratory found sperm where the pathology department could
not do so (23.53%). At the same time, the pathology laboratory found
sperm only in one case in which the embryology department reported its
absence for the same sample analyzed (1.47%) (p=0.0003).
Conclusions: The embryology laboratory is significantly more efficient to
determine the presence of sperm in the samples of TESE, having better
performance than the pathology one. Taking into account that, we believe
that if the samples are only analyzed by the pathologist, the possibility of
getting many pregnancies performing ICSI plus TESE would be lost.

KEYWORDS: Azoospermia, intracytoplasmic sperm injection (ICSI),
testicular sperm extraction (TESE).
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INTRODUCCION

Se estima que la azoospermia, definida como la ausencia
de espermatozoides en, al menos, dos espermogramas
con centrifuigado de la muestra, se presenta en
aproximadamente el 1% de la poblacién general. Esta
cifra representa entre el 10% y el 15% de los diagnésticos
en pacientes con infertilidad masculina'?,

Desde la aparicidn de la inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides (intracytoplasmic sperm injection, ICSI)
en 1992, se abrié un nuevo horizonte para estos pacientes
brinddndoles la posibilidad de concebir obteniendo
espermatozoides testiculares para su microinyeccién en
el ovocito*,

Por este motivo, optimizar los métodos diagnésticos para
establecer la presencia de espermatozoides testiculares
es una tarea prioritaria en la andrologia, no solo en la
forma de extraer la muestra, sino también en el proceso
adecuado para evaluar la misma.

Se han descripto diversas técnicas para la recuperacién
de espermatozoides testiculares, una de ellas es biopsia
testicular (testicular sperm extraction, TESE), donde
la muestra se obtiene a través de una pequefia biopsia
realizada en ambas génadas®®,

El propésito de este estudio es evaluar la eficacia de los
laboratorios de embriologia y de anatomia patolégica
para hallar espermatozoides en las muestras de tejido
testicular obtenido por TESE en pacientes con
azoospermia no obstructiva.

MATERIALES Y METODOS

Se llevé a cabo un anilisis retrospectivo y prospectivo
de todos los pacientes atendidos en el Centro
Especializado en Reproduccién Asistida y Genética
Humana (CRECER) y en la Clinica Privada
Pueyrredén de la ciudad de Mar del Plata, a quienes se
les realizé una biopsia testicular diagnéstica (TESE)
como consecuencia del hallazgo de azoospermia no
obstructiva en dos muestras de semen (aun después de
centrifugadas), en el periodo comprendido entre enero
de 2006 y diciembre de 2016. Los datos se recolectaron
en fichas a través del analisis de las historias clinicas de
ambos centros médicos.

Para el propésito de este estudio se incluyeron
para el anilisis solo aquellos pacientes en los que
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la muestra de tejido testicular obtenida con TESE
fue enviada simultineamente para su estudio al
anatomopatdlogo de la Clinica Privada Pueyrredén,
donde se efectuaron las biopsias, y al laboratorio de

embriologia de CRECER.

Si bien para el anlisis de los resultados de las biopsias el
estudio se detuvo a fines de 2016, el seguimiento de los
pacientes que cumplieron con los criterios de inclusién se
continud hasta el mes de octubre de 2017, registrindose
todos aquellos casos que realizaron procedimientos de
ICSI con muestras obtenidas de TESE. Se anoté en ellos
la obtencién de embriones, embarazos y nacimientos.

TESE se realiz6 en todos los casos en forma ambulatoria,
bajo sedacidn, extrayendo material suficiente de la
porcién medial y anterior de ambas génadas, separando
la muestra en dos partes iguales para ser enviada a los
dos laboratorios (patologia y embriologia) al mismo
tiempo. Ninguno de los laboratorios estuvo informado
del resultado obtenido por el otro.

Las muestras remitidas al laboratorio de anatomia
patoldgica fueron enviadas en fijador de Bouin, y las que
recibié el laboratorio de embriologia fueron colocadas
en medio HTF modificado estéril (Irvine Scientific cat.
90126), suplementado con 0,3 mg de albiimina sérica

humana (HTFm+HSA).

El laboratorio de patologia procesé las muestras en
forma diferida, mientras que el de embriologia lo hizo
en el momento, utilizando la siguiente técnica:

El tejido testicular se dispuso en una cipsula de 60 x 15
mm a 37 grados centigrados y se lo disgreg6 con la ayuda
de dos portaobjetos inmersos en HTFm. El medio fue
luego centrifugado a 300 rpm/min por 10 minutos y
el pellet fue resuspendido en 0,5 ml de HTFm antes
de observarlo con el microscopio. El laboratorio de
patologia utiliz6 el score de Johnsen para evaluar las
muestras remitidas.

Ambos laboratorios informaron la presencia o ausencia
de espermatozoides, y en el caso del de embriologia
se anotd también si éstos estaban moviles y el tipo de
motilidad que presentaban.

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa

StatsDirect Statistical Software 3.0.198, aplicindose la
prueba de Chi cuadrado (X?) de proporciones apareadas
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(McNemar) con un nivel de confianza de 95%. Para el
célculo del intervalo de confianza se utilizé el test exacto

de Clopper-Pearson.

Todos los pacientes incluidos en este estudio firmaron
un consentimiento informado para autorizar la
realizacién del procedimiento quirtrgico y su inclusién
en los protocolos de investigacién clinica.

RESULTADOS

En el periodo comprendido entre 2006 y 2016 se
efectuaron 96 biopsias testiculares (TESE) a los pacientes
de entre 22 y 61 afos de edad que consultaron por
infertilidad de pareja con diagndstico de azoospermia.

De este grupo, 68 pacientes cumplieron con el criterio
de inclusién de haber enviado la muestra en forma
simultinea para ser analizada por los laboratorios de
patologia y embriologia, por lo que solo estos 68 casos
fueron objeto del presente anlisis.

En el andlisis realizado por ambos laboratorios se
hallaron espermatozoides en 37 de los 68 casos (54,4%).
El laboratorio de embriologia hallé espermatozoides
méviles en 36 de los 68 pacientes (52,9%), mientras
que el laboratorio de patologia solo informé presencia
de espermatozoides en 21 pacientes (30,88%) dentro
del mismo grupo observado (valor de p para las pruebas
X?de proporciones apareadas de McNemar y exacta de

Liddell = 0,0003 (1 DF) (Tabla 1).

Embriologia Total de
Laboratorios .
Pos (+) Neg (-) pacientes
Pos (+) 20 1 21
Patologia
Neg (-) 16 31 47
Total de pacientes 36 31 68

Tahla 1. Laboratorio de embriologia versus anatomopatologia.

Se realizd una prueba de McNemar y test exacto de Liddell para una tabla de valores apareados,
con un Chi cuadrado (X?) no corregido = 13,235294 (1 DF) p=0,0003 y un intervalo de confianza
de 95%. Los casos de pacientes positivos para el laboratorio de embriologia fueron 36 (52,9%),
con un intervalo de confianza de 40-65%. Los casos de pacientes positivos para el laboratorio
de anatomopatologia fueron 21 (30,9%), con un intervalo de confianza de 20-43%.

Hubo acuerdo respecto del hallazgo de espermatozoides
entre ambos laboratorios en 20 de los 68 casos
(29,41%), mientras que en 16 pacientes el laboratorio
de embriologia encontrd espermatozoides donde el de
patologia no pudo hacetlo (23,53%). Al mismo tiempo,
el laboratorio de patologia hallé espermatozoides solo en
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un caso en el que el de embriologia informé su ausencia
para la misma muestra analizada (1,47%).

Puede decirse que, en términos absolutos, el
rendimiento del laboratorio de embriologia fue un
22% superior al de patologia.

Si se considera exclusivamente el grupo de los
37 pacientes donde se informdé presencia de
espermatozoides en la testicular, la
discrepancia en favor del laboratorio de embriologia
fue del 43,24% (solo 16/37 casos fueron informados
como positivos por el laboratorio de patologia en este

grupo) (Figura 1).

muestra
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Figura 1. Hallazgos de espermatozoides del laboratorio de
embriologia versus laboratorio de anatomopatologia

En el seguimiento realizado ulteriormente a este grupo
hasta el 2017, de los 37 pacientes donde se hallaron
espermatozoides, 15 realizaron procedimientos de
ICSI mas TESE. Cuatro de ellos se encontraban en
el grupo donde el laboratorio de embriologia hall6
espermatozoides, mientras que el de patologia no

pudo hacerlo.

En los 4 casos mencionados en el pirrafo anterior
se obtuvieron embriones y dos de ellos consiguieron
embarazo con nifos nacidos a término.

DISCUSION

El hallazgo de espermatozoides cercano al 50% en

acientes azoospérmicos (54,4% en nuestra serie) se
p P

correlaciona con los datos reportados en la literatura®!!,



Si bien microTESE parece ser la mejor técnica para la
obtencién de espermatozoides, la eleccién del método
para recolectar la muestra testicular estuvo basada en
que TESE proveia un mayor volumen de tejido para
analizar, que pudiera ser dividido en partes iguales para
enviarse a ambos laboratorios en forma simultinea®.

En pacientes con azoospermia no obstructiva la
espermatogénesis puede ser focal dentro del testiculo.
Este hecho puede dar lugar a resultados variables
en las biopsias realizadas dependiendo del sitio de
toma de la muestra. Muchos autores, como Hauser
y colaboradores, defienden la prictica de biopsias
mapeadas por este motivo'>?, En el caso de nuestra
serie, la espermatogénesis focal no puede ser la causa de
la diferencia entre los laboratorios, ya que la muestra se
obtuvo de un solo sitio y fue dividida en partes iguales
para ser enviada simultineamente a ambos.

Aunque en nuestro andlisis no se hallé ningtin carcinoma
in situ testicular incidental, autores como Olesen y
colaboradores' han reportado una incidencia del
mismo en el 2,2% de las 453 biopsias por azoospermia
que realizaron. Por este motivo, si bien el laboratorio de
embriologia es superior en el hallazgo de espermatozoides,
consideramos que, si es posible, la muestra deberia ser
observada también por un anatomopatélogo.

En el presente estudio hemos demostrado que, al menos
en nuestra serie, el laboratorio de embriologia fue un 22%
mds eficaz que el de anatomia patoldgica en el momento
de determinar la presencia de espermatozoides cuando
se realizé una biopsia diagnéstica.

Estos resultados difieren parcialmente de los hallados
por Medel y colaboradores en 2005, quienes reportan
una concordancia entre el laboratorio de embriologia y el
de anatomia patoldgica en el 85,3% de los 34 pacientes
azoospérmicos que evaluaron. A diferencia de nuestro
estudio, el grupo de Medel no centrifugé la muestra
procesada por el laboratorio de embriologia. A pesar de
ello, los autores hallaron espermatozoides en el 64,7% de
sus pacientes (10% mds que en la serie analizada aqui). El
mismo centro habia reportado en 2001 una discordancia
entre los laboratorios en el 20% de los casos, porcentaje
similar al encontrado en este estudio, y recomendaba
ofrecer nuevas oportunidades a pacientes con biopsias
previas negativas, si estas fueron analizadas por el
anatomopatdlogo. Es posible que estas discordancias se
deban alo reducido de la muestra de ambos grupos'*¢.
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No hemos encontrado en este estudio un motivo que
explique la discrepancia en los resultados de ambos
laboratorios, aunque tal vez la razén radique en la
diferente forma en que se procesan las muestras.

Bernie y colaboradores’

reportan una heterogeneidad
en el modo de procesar las muestras obtenidas por
TESE y otros métodos. Lo mismo informa la revisién
realizada por Dohle y colaboradores, quienes
manifiestan que la extensa variacién en la clasificacién
de la espermatogénesis por parte de los patdlogos limita

el valor prondstico y diagndstico de la biopsia testicular.

El score de Johnsen es muy difundido para el andlisis
anatomopatoldgico de las muestras testiculares'”. En
él se evaltan 100 tabulos seminiferos, que pueden no
reflejar la realidad de toda la génada, tal como se ha
observado; lo que deriva en mejores resultados para
el laboratorio de embriologia al procesar la muestra
completa que se le envia.

Jezeky colaboradores®, a diferencia de lo reportado aqui,
encontraron una buena correlacién entre los distintos
puntajes del score de Johnsen y la posibilidad de hallar
espermatozoides en TESE.

En el estudio de Schulze y colaboradores®, quienes
compararon los resultados delabiopsia testiculary TESE
en 250 hombres azoospérmicos, se observa que hubo
presencia de espermatozoides en el andlisis realizado
por el laboratorio de embriologia (>10 por HPF) en un
20% de los casos donde el anatomopatSlogo no pudo
identificarlos. Su tasa de deteccién de espermatozoides
con TESE en azoospermia fue del 62,8%. En sus
conclusiones los autores recomiendan realizar siempre
una evaluacién conjunta por los laboratorios de patologia
y embriologia en la biopsia diagnéstica.

Resultados similares pueden encontrarse en los articulos
deOkaday colaboradores®, Ramasamyy colaboradores
y Tsujimura y colaboradores®, donde se reporta el
hallazgo de espermatozoides entre el 6% y el 75% de
los pacientes diagnosticados histolégicamente como
sindrome de Sertoli solo o arrestos en la maduracién.
En estas series, el microTESE fue superior al TESE

convencional en la obtencién de espermatozoides.
Creemos que son necesarios estudios prospectivos

mds amplios basados en hipétesis de trabajo claras
para corroborar nuestros resultados y los de otros
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autores, a fin de establecer normativas para el manejo
de la azoospermia.

CONCLUSIONES

De los hallazgos obtenidos en este estudio pueden
desprenderse las siguientes conclusiones:

+ Enlos casos de azoospermia, aproximadamente la
mitad de los pacientes presentan espermatozoides
al realizarseles biopsias testiculares.

+ Ellaboratorio de embriologia es significativamente
mds eficaz para determinar la presencia de
espermatozoides en las muestras de TESE,
teniendo mejor rendimiento que el de patologia.

+ Deacuerdo conlo expresado en el punto anterior, si
las muestras fueran analizadas solo por el patélogo,
se perderia la posibilidad de lograr muchos

embarazos realizando ICSI mas TESE.
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