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P T T R I

EL USO DE LAS ESPERMATIDES
EN LA AZOOSPERMIA

S. Silber

'» TESE y la confusion acerca de las espermatides

» Distribucion de la espermatogénesis

| Azoospermia obstructiva frente a azoospermia no

| obstructiva

' Pohlacion de pacientes y analisis histolagicos

* Aspiracion microquirirgica de espermatozoides epi-
didimarios (MESA)

TESE Y LA CONFUSION
ACERCA DE LAS ESPERMATIDES

La extraccion de espermatozoides testiculares (TESE) con inyec-
cién intracitoplasmica de espermatozoides (ICST) fue introducida
por primera vez en 1993 ' para el tratamiento de la azoospermia
obstructiva.

Inmediatamente después, esta téenica fue utilizada en varones
azoospérmicos con espermatogénesis deficiente, por ecjemplo en
los casos de azoospermia no obstructiva *7. El término TESE-
ICSL, tal y como se acund por primera vez en 1994, se ha converti-
do en el tratamiento habitual para los varones azoospérmicos,
aunque pocos embridlogos o clinicos tienen un claro conocimien-
to de €l.

Las bases tedricas para intentar la recuperacion de espermato-
zoides para ICSI a partir de los testiculos de varones con una apa-
rente ausencia de espermatogénesis se baso en los estudios histo-
[bgicos cuantitativos iniciales de biopsias testiculares en varones
fértiles ¢ infértiles 1. Aplicando la técnica TESE, originalmente
desarrollada para la azoospermia obstructiva con espermatogéne-
sis normal, se observo que incluso en los pacientes azoospérmicos
con una aparente ausencia de espermatogénesis, se encuentran
frecuentemente focos puntuales de produccion espermitica en
los testiculos (Fig. 42.1). Los estudios originales de cuantificacion
de la espermatogénesis por histologia demostraron un desconcer-
tante nimero de pacientes en los que, a pesar de no presentar nin-
gin espermatozoide en el eyaculado, se demostro la presencia de
una media de una o dos espermétides por tibulo seminifero. Este
hecho no se comentd en nuestros primeros articulos. De cualquier
modo, ahora se sabe que una azoospermia absoluta en el eyacula-
do no representa una ausencia de produccion de espermatozoides
en los testiculos. Un cierto umbral de produccion de espermato-
zoides debe ser sobrepasado para que alguno de ellos pueda apa-
recer en el eyaculado. Asi pues, nosotros hipotetizamos que
podria existir un nimero muy bajo de espermatozoides en los tes-
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Figura 42.1.  Seccion histoldgica de una biopsia testicular en un paciente

con «solo células de Sertoli», FSH elevada y tubulos ocasionales con

espermatogénesis normal. El tabulo situado en la parte superior derecha

muestra una espermatogénesis normal, pero todos los demas tubulos tie-

nen «solo células de Sertoli». (De Silber SJ, Johnson L, Verheyen G, Van
Steirterghem A. Fertil Steril 2000, 73:897-900).

ticulos, y que éstos serian suficientes para un procedimiento de
ICSI, incluso en los pacientes cuya azoospermia se debia aparen-
temente a una «ausencia» de espermatogénesis.

Esta observacion nos condujo a realizar TESE con €xito en
pacientes con azoospermias provocadas por el sindromes de «sdlo
células de Sertoli», o atrofia testicular por criptoorquidia, cuyos
niveles de FSH eran elevados, los testiculos presentaban un volu-
men disminuido y, sin embargo, tenian pequenos focos de esper-
matogénesis normal *!'. Es obvio que, en los casos de «solo células

347
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de Sertoli» sin espermatogénesis, seria indtil buscar espermétides
como solucién al problema de no encontrar espermatozoides ’
(Fig. 42.2).

‘Figura 42.2. Secciones histologicas de testiculos con tincién con hemato-
xilina/ eosina que muestran sindrome de «sdlo células de Sertoli» sin la pre-
sencia de células germinales. Las células de Sertoli son relativamente
amorfas y ameboides, sin limites diferentes, y su nicleo es redondo, cer-
cano al tamafo de una espermdtide, muy bien definido y con un nucléolo
prominente de tincion oscura.

De forma ocasional, se encontraron espermatides maduras
en la histologia testicular de alrededor del 60 % de los pacientes
azoospérmicos no obstructivos, si el diagndstico era de sindrome
de «s6lo células de Sertoli» o detencion de maduracion. Asi, para
que se alcance el eyaculado '*13 parece existir un cierto umbral
minimo de espermatogénesis en todos los tipos de azoospermia no
obstructiva.

Quedaba por abordar el problema de la azoospermia no obs-
tructiva causada por la detencion de la maduracion. La detencion
de la maduracion se caracteriza por unos testiculos de tamano
normal y etapas iniciales de la espermatogénesis normales, pero
también por un fallo completo de la meiosis o division reduccional
de espermatocitos en la fase de paquitene a espermatides haploi-
des (Fig. 42.3). La detencién de la maduracion es una causa
comun de azoospermia no obstructiva en los pacientes estériles

Figura 42.3. Scccion histologica de tejidos con tincion de hematoxilina/
cosina que muestran una detencion de la maduracion. Hay una progresion
completa de espermatogonias y espermatocitos primarios, pero no pue-
den detectarse ni espermatocitos secundarios ni espermatides redondas.

con espermatogénesis deficiente. En los seres humanos, csta
detencion puede ser premeidtica o meidtica, por lo que rara vez
pueden aparecer espermatides inmaduras haploides, salvo que
tambicn est¢ presente la caracteristica aparicion de espermdtides
mas tardias y espermatozoides 0.

Cuando los histologos testiculares se han referido clasicamente
a «espermatides maduras», «espermitides condensadas» o
«espermitides elongadas», s estan refiriendo a células germina-
les que parccen iguales a las que los embridlogos ven en una pre-
paracion himeda de tejido testicular dislacerado %1017,

En una seccion fina, tefida, de tejido testicular (5 wm); las (por
comparacion) grandes cabezas espermaticas son facilmente visi-
bles, pero las colas espermaticas frecuentemente se pierden porla
seccion, por lo que no se ven. Sin embargo, los histlogos saben
que las cabezas se encuentran alli (Fig. 42.44, By C); tan s6lo que
normalmente no se observan en cortes finos. Cuando se observan,
ocasionalmente, en la tincién con hematoxilina/eosina, presentan
un rojo palido.

Asi pues, la Gnica razon por la que una espermatide madura
puede ser llamada «espermatide», en lugar de «espermatozoide,
es porque todavia se observan entre el citoplasma de las células de
Sertoli. Una vez se han extraido de este tejido testicular, no pare-
cen diferentes a un espermatozoide, excepto por el hecho de que,
en la histologia, las denominamos espermatides maduras porque:
1) estan en el citoplasma de las células de Sertoli, y 2) sélo la cabe-
za puede ser observada en el corte histologico #1618,

El hallazgo de espermatides maduras en un nimero reducido
de estos varones azoospérmicos alcanzo, finalmente, una aplica-
cion clinica préctica con el desarrollo del ICSI "%, La técnica del
TESE-ICSI tuvo éxito en el 60 % de los pacientes con azoosper-
mia, causada bien por «detencion de la maduracion», bien por
«solo células de Sertoli». Las espermatides redondas nunca se uti-

Figura 42.4A. Dibujos de las etapas de la espermatogénesis tras la segun-
da division meidtica. Antes de la formacion de la cola, la espermitide
redonda puede ser siempre reconocida por la prominente vesicula acrosi-
mica (14). A medida que la vesicula acrosémica remite, la cola empiczaa
formarse. (De Holstein AF, Roosen-Runge ED, editores. Atlas de esper-
matogénesis humana. Berlin, Grosse Verlag, 1981).
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Figura 42.4B. Microgralia clectrénica de una seceion de la espermatogé-
nesis humana, que muestra espermatogonias tipo A pilidas, nucleos de
cClulas de Sertoli, espermatocitos en paquitene, espermatides redondas
tempranas con vesicula acrosomal y espermatides maduras, con una cabe-
raoval y de tincion oscura (De Holstein AF, Roosen-Runge ED, editores.
Alas de espermatogénesis luunana. Berlin, Grosse Verlag, 1981).

lizaron; en el ICST s6lo se usaron espermatides maduras y esper-
matozoides. En estas muestras testiculares de TESE siempre hubo
abundancia de «células redondas», pero no se observaron nunca
espermatides maduras, a menos que también se hallaran esperma-
tides elongadas y con cola. La detencion de la maduracion fue
siempre meiotica o premeidtica.

DISTRIBUCION DE.
LA ESPERMATOGENESIS

En las primeras series, no se realizd ningdn intento de cartografiar
los lugares de espermatogénesis, incluso tomando frecuentemente
cantidades importantes de tejido testicular 12122,

Estudios histologicos cuantitativos en pacientes sometidos a
TESE han confirmado que existe una cantidad umbral de esper-
matogénesis que debe ser sobrepasada para que el esperma se
«errame» en el eyaculado ? (Fig. 42.5). Los varones con azoos-
permia no obstructiva causada por un fallo germinal tienen una
media de entre 0 a 3 espermatides maduras por tibulo seminifero,
en contraste con las 17-35 espermatides maduras por tibulo pre-
sentes en los varones con espermatogénesis normal y azoospermia
obstructiva >, El primero representé el umbral cuantitativo de
espermatogénesis que debe ser superado para que los espermato-
wides aparezcan en el eyaculado. El cartografiado testicular
mediante biopsia miltiple, asi como la extraccion mediante micro-

Espermatide temprana
— (paso 1) con nicleo
redondo

- Espermatide madura
(paso 7)

Espermatozito primario
| (cigotene)

- Nucleo de la célula de Sertoli

I — Espermatogonia tipo
«palida»

T~ Lémina propia

Figura 42.4C. Diagrama representativo de la Figura 42.4B, con el cti-
quetado de las células especificas implicadas en la espermatogénesis. (De
Holstein AF, Roosen-Runge ED. editores. Atlas de espermatogénesis
humana. Berlin, Grosse Verlag, 1981).

Biopsia testicular cuantitativa y de espermatozoides

Numero de espermatidas
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Figura 42.5. Curva exponencial que relaciona el recuento espermitico en
cl eyaculado con la media de espermdtides maduras por tibulo en cada
tubulo seminifero. Debe superarse un umbral de tres espermatides madu-
ras por tibulo para que aparezcan espermatozoides en el eyaculado. (De
Silber 8J, Nagy Z, Devroey P, Tournaye H, Van Steirteghem AC. Distri-
bution of spermatogenesis in the testicles of azoospermic men: the pre-
sence or absence of spermatids in the testes of men with germinal failure.
Hum Reprod, 1997, 12: 2422-2428).

cirugia de pequenas bandas contiguas de tejido testicular, revelan
una distribucion difusa, mas que regional, de estos minimos focos
espermatogénicos. Esto es cierto si la afeccion presente es el sin-
drome de «sdlo células de Sertoli» o una detencion de la madura-
cion. En el primero, hay pequenos islotes de espermatogénesis
normal con espermatides maduras en el «mar» de células de Ser-
toli vacias ' en el segundo, estos pequenos islotes se encuentran
en el mar de tibulos con detencion de maduracion en la meiosis.

Como un diagndstico histologico previo de la biopsia testicular
(realizado aleatoriamente en cualquier punto de la superficie tes-
ticular) predecia habitualmente el éxito o el fallo del TESE, dedu-
jimos, en un principio, que la espermatogénesis es difusa en esos
casos en lugar de regional . Un resultado positivo de la biopsia
siempre dio un TESE positivo; sin embargo, en el 15 % de los
casos una biopsia aleatoria negativa no era capaz de predecir un
fallo al buscar espermatozoides con TESE.



350 REPRODUCCION HUMANA

De cualquicr modo, con frecuencia se realizan biopsias malti-
ples amplias de cada drea de los testiculos, en un esfucrzo por
encontrar suficientes espermatozoides para TESE 12212 Esto
pucde causar un gran dano testicular, ¢ incluso podria limitar los
pacicntes «con éxito» en un solo intento G230 La lesidn es, cn
determinadas ocasiones, minimizada con ¢l uso de una aguja, ¢n
lugar de realizar una biopsia abierta, para cncontrar espermato-
zoides para ICS1°°. Asi pues, estudios controlados han demostra-
do que para los casos dificiles con azoospermia no obstructiva, ¢n
los que la espermatogénesis s exigua, ¢s mucho menos probable
encontrar los focos de espermatogénesis para ICST mediante la
biopsia con agujas que con la biopsia testicular abierta >,

Friedler ™ argumentd que en la azoospermia no obstructiva «cl
factor principal para determinar el éxito en esta situacion clinica
es la cantidad de tejido testicular examinado». No tenemos duda
de que la biopsia abierta nos permite consceguir y examinar mas
tejido que la aspiracion con aguja ™. En la azoospermia no obs-
tructiva *" s¢ ha demostrado una mejora cspectacular de las tasas
de éxito utilizando la biopsia abicrta frente a la biopsia con aguja
en TESE-ICSI En el 14 % de los pacientes en los que se realizd
aspiracion mediante aguja, sc tuvo éxito en la recuperacion de
espermatozoides, frente a un 63 % de los pacientes en los que se
realizd biopsia abierta. En ambos casos, se argumentd que solo es
posible una alta tasa de ¢xito con la biopsia con aguja en los casos
de azoospermia obstructiva: «La biopsia testicular abierta ¢s mas
efectiva que la aspiracidn con aguja... en los pacientes azoospér-
micos con defectos en la espermatogénesis. La diferencia obscrva-
da puede estar relacionada con la cantidad de tejido obtenidar .

Otros autores obscrvaron que no habia una region o localiza-
cion particular en los testiculos en la que existiera una mayor posi-
bilidad de encontrar espermatozoides, v recomendaron realizar
un muestreo testicular maltiple, en lugar de una biopsia simple,
dandosc cuenta de que frecuentemente los espermatozoides se
encontraban en una muestra de biopsia, pero no en otra . Noso-
tros demostramos claramente que la distribucion era fundamen-
talmente difusa, y que no existia ningtn patron ni distribucion
regional de la espermatogénesis en estos testiculos deficientes, Io
que apoyaba las aproximaciones anteriormente descritas ' %, De
acuerdo con este punto de vista, la cantidad total de tejido tomado
(tal y como Friedler argumenta) es el determinante final del éxito
del TESE. Esta es la razdn por la que una minuscula biopsia con
aguja tiene una escasa probabilidad de ser capaz de pronosticar si
se podrian encontrar espermatozoides en un muestreo mas amplio
con TESE.

De cualquicr forma, nuestra meta final seria la reduccion de la
cantidad de tejido testicular a tomar, en lugar de aumentarlo. Por
esla razon, se necesitd examinar de nuevo cuidadosamente nuces-
tro enfoque antes de TESE, empleando una inspeccion microqui-
rirgica directa. Sc ha obscrvado  que con frecuencia los escasos
focus de espermatogénesis normal podrian detectarse directamen-
te con el microscopio y, de esta manera, en algunos casos tan solo
necesitarian ser extraidas pequenas porciones de testiculo. Con
cllo, un conocimiento directo (en lugar de una presuncion indirec-
ta) de la histologia, la anatomia, la cinética v la distribucion de la
espermatogénesis, asi como el uso de téenicas microquirirgicas, se
beneficiard claramente de los esfuerzos para recuperar esperma-
tozoides en la azoospermia no obstructiva.

AZOOSPERMIA OBSTRUCTIVA FRENTE A AZOOSPERMIA
NO OBSTRUCTIVA

La mayor parte de los centros de fecundacion in vitro (FIV) no se
preocupan de la diferenciacion entre «azoospermia obstructivar
y los diferentes tipos de «azoospermia no obstructivas, términos
que nosotros acunamos inicialmente cuando desarrollamos el
concepto de TESE (término también acunado por nosotros un
ano antes) ** ' De manera sistemitica, en bastantes centros, un
paciente azoospérmico ¢s sometido a biopsia testicular mediante

agujas para la recuperacion de los espermatozoides, y casi nunca
sc envia tejido para el analisis histologico. Cuando parte del teji-
do sc cnvia para su estudio histologico, es con frecuencia una
pequena porcion que incluye pocas secciones Lransversales tubu-
lares, y a menudo se fija en formalina, lo que la hace préictica-
mente ilegible. Los médicos de FIV y los embridlogos casi nunca
miran la histologia, y confian para su diagndstico en ¢l informe
del anatomopatologo, quicen frecuentemente solo dispone de cor-
tes inadecuados para evaluar, y estan gencralmente mas preocu-
pados cn descartar un cancer que en los intrincados detalles de la
cspermatogénesis & 101217,

Hemos estudiado la cinética v la histologia de la espermatogé-
nesis cuantitativamente en todas las variedades de azoospermia
con biopsia abicrta multiple, biopsia con aguja multiple y, final-
mente, con el examen de grandes bandas contiguas de tejido testi-
cular representando el didmetro entero de los testiculos 15
Segun todo esto, ¢s evidente que cualquier tipo de sistema de
recuperacion espermatica (aguja o biopsia abicrta) sirve para la
azoospermia obstructiva, en la que siempre hay una espermatogé-
nesis abundante y normal en todo el testiculo.

De cualquicr modo, para la azoospermia obstructiva tiene més
sentido la recuperacion de espermatozoides del epididimo proxi-
mal, ya que estos espermatozoides presentan una mayor movili-
dad y son faciles de congelar sin ninglin procesamicnto previo,
Mas ain, sin esfuerzo en el laboratorio pueden ser utilizados enun
numero ilimitado de procedimientos de ICSI, con una tasa de ges-
tacion no inferior a la conseguida con ¢l eyaculado fresco de un
donante normal #+°.

Ademads, los espermatozoides del epididimo pueden conse-
guirse de una mancra menos dolorosa que los testiculares (con
cualquicra de los dos métodos, biopsia abierta o aguja), con anes-
tesia local >,

La dnica razon, por tanto, para usar csperma testicular en lugar
del epididimario, en los casos «simples» de azoospermia obstructi-
vi, ¢ la Talta de habilidad por parte del urélogo, o incluso no con-
sultar a uno.

La azoospermia no obstructiva, definida por la ausencia de
cspermatozoides en el eyaculado, sin obstruccion de los conduc-
tos, es mas compleja, v ¢sta ¢s la confusion que ha surgido sobre la
«obtencion de espermatides». En la azoospermia obstructiva
siempre se encuentra una media de 17 a 35 espermatides maduras
por seecion transversal histologica de cada tabulo seminifero %2,
Como en todos los varones con espermatogénesis normal, algunos
tabulos ticnen pocas cspermatides maduras, mientras que otros
tienen mis de 35. Esto representa exactamente el difuso mosaico
de las ctapas de la espermatogénesis en los testiculos humanos!.
Pero si se cuenta ¢l nimero de espermatides maduras y se divide
entre ¢l total de tabulos por corte, ¢l resultado siemipre es mayor
de 17 en la azoospermia obstructiva v, en cualquicr pequena por-
cion, sin importar su tamafio (excepto puede que en casos muy
raros en los que un varon con oligospermia grave haya sido some-
tido a una vascctomia o una ligadura accidental de su conducto
durante una herniorrafia en la infancia).

La azoospermia no obstructiva es la que mayores controversias
ha provocado. Nucstros estudios microquirtrgicos ¢ histologicos
cuantitativos fucron realizados para erradicar tal confusion.

POBLACION DE PACIENTES Y ANALISIS HISTOLOGIC0S

Los pacicntes con azoospermia no obstructiva fueron definidos
del siguiente modo.

En todos los pacientes, ¢l semen azoospérmico fue sometidoen
tres ocasiones diferentes a una centrifugacién a 1800 o con un cui-
dadoso y prolongado examen, en busca de la presencia de algin
espermatozoide. Siose detectaron suficientes espermatozoides
para ICSI, estos pacientes fueron excluidos del estudio v se reali-
zaron cn cllos procedimicntos de 1CSI habituales, utilizando el
semen eyaculado, incluyéndose en la categoria de «pseudo-azoos-
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permiar». La ausencia de obstruccion en la via fue verificada en
todos los pacientes en ¢l momento de la biopsia diagnéstica, o ¢n
el del TESE por observacion directa. El diagnostico de fallo testi-
cular se basd en el hallazgo de azoospermia, la ausencia de obs-
truccion y la histologia.

Las cuestiones mds importantes a determinar fueron: (1) si la
distribucion de los focos espermatogénicos era difusa o regional; y
(2) si el TESE microquirtrgico podria causar menos lesion que el
TESE convencional; si permitiria la obtencion de mayores canti-
dades de tejido testicular, si fuera necesario; y si preservaria cl
potencial para futuros procedimientos con TESE.

El'método del analisis cuantitativo de la histologia testicular ya
se ha deserito anteriormente %1% 1% 23 Las seeciones histoldgicas
fueron cuidadosamente preparadas desde el principio, escindien-
do los microtibulos con microtijeras Iris himedas y afiladas, utili-
zando un método «sin contacto» y dejandolas caer en una solucion
de Zenker sin ser manipuladas. Las muestras fueron tenidas con
hematoxilina y cosina, y cortadas en sccciones delgadas. La biop-
sia no fue considerada valida si al menos 20 tabulos seminiferos no
se pudieron evaluar '. Se evaluaron todos los pasos de la esper-
matogénesis, desde espermatogonia a espermatocito ¢n reposo,
leptotene, cigotene, paquitene, espermatides inmaduras (S-A'y S-
B)y espermatides maduras (S-C y S-D). El nimero de células de
Sertoli no se conto sistematicamente, ya que estudios previos han
demostrado que existe una gran variabilidad en ¢l nimero y no ¢s
un dato atil para utilizar como guia.

El sindrome de «solo células de Sertoli» fue definido como la
biopsia en la que existen predominantemente tibulos seminiferos
slo con células de Scrtoli y sin espermatogénesis. Un tibulo ais-
lado con espermatogénesis en un campo con tdabulos estrictamen-
te «sblo Sertoli» se definieron también como «sdlo Sertoli» con
espermatogénesis focal. La detencion de la maduracion se definio
como una ausencia aparente de cualquier espermitide madura
junto a estadios normales previos de la espermatogénesis. La pre-
sencia ocasional de espermédtides maduras en preparaciones ente-
ras de detencion de la maduracion no cambié en general su diag-
ndstico. Una biopsia que mostraba tibulos aislados con pocas
espermatides en un campo con tibulos que de otro modo cran
estrictamente «sdlo Sertoli», s¢ definid, por simplificar, también
como «solo Sertoli». La detencion de la maduracion se definio
como la ausencia de espermatides maduras a pesar de haber fases
iniciales de la espermatogénesis normales. La presencia de esper-
matides maduras ocasionales en muestras que de otro modo eran
de detencidn total de la maduracion, se siguid definiendo igual.

En ninguno de nuestros casos de detencion de la maduracion
enseres humanos, examinados cuantitivamente, encontramos una
«detencion cn espermétides»; la detencion en el desarrollo esper-
matico fue siempre en meiosis. El espermatozoide maduro de
morfologia anormal no se determind como detencion en la madu-
racion, basandose en todos los amplios cstudios de microscopia
electronica de Holstein. -4,

En todos los casos de detencion de la maduracion examinados
en este estudio definidos como azoospermia, ausencia de obstruc-
cion y presencia solamente de ctapas tempranas de la espermato-
génesis a lo largo de la biopsia testicular con testiculos de tamano
normal y niveles de FSH normales, el bloqueo en la espermatogé-
nesis fue a nivel de espermatocito ¢n paquitene. En cualquicra de
estos pacientes la primera division meidtica no era completa en la
inmensa mayoria de los tabulos. De cualquier forma, una exhausti-
va bisqueda con frecuencia revelo la presencia de espermatides
redondas y alargadas ocasionales. No se observd ningan signo de
que las células redondas fallaran en el desarrollo en la espermiogé-
nesis hacia las espermdtides clongadas, maduras y espermatozoi-
des. Cuando sc detectaron, ocasionalmente, en una preparacion,
cClulas redondas en dreas focales de detencion de la maduracion,
tambicn se detectaron espermdatides maduras alargadas.

Asi pues, el fendmeno de detencion de la maduracion parece
producirse inmediatamente antes de completar la primera division
meidtica a nivel de espermatocito en paquitene. No parecia existir

problema alguno en ¢l desarrollo de la célula haploide de esper-
matide redonda a clongada; ¢l Gnico problema con la maduracion
fue en fallos de meiosis.

Debe aclararse que una espermétide se define como cualquicr
célula haploide que todavia estd contenida en una célula de Serto-
li. Las cspermétides clongadas, obviamente tienen un aspecto que
no ¢s diferente del de los espermatozoides, salvo cn que las pri-
meras todavia no han sido liberadas. El esperma liberado y las
colas de los espermatozoides suelen no poder verse en la histolo-
gia testicular.

Ha existido una gran confusion generada por ¢l uso de expre-
siones tales como «espermatides maduras por tabulo» ™11 A lo
que ¢l anatomopatdlogo se reficre, en una extension histologica,
como «espermitide madura» son, de hecho, 1o que al embridlogo
le sugicere en el TESE que es un espermatozoide. En una seccidn
histologica, la cola del espermatozoide es dificilmente visible, y en
cortes tan finos solo puede verse la mayor parte de la cabeza. Pero
no es un espermatozoide sin cola; lo que ocurre es que en la histo-
logia solo se puede observar la cabeza sin cola.

Por ¢l mismo motivo, lo que apareceria como un «espermato-
zoide» en TESE, en la histologia, suele observarse entre el cito-
plasma de las células de Sertoli y, por definicion, cs una «esper-
matide» madura (por espermétide madura no queremos decir una
«espermatide redonda»). La solucion para los casos en los que no
se distinguen espermatozoides en el TESE no consiste en buscar
células redondas en la preparacion en fresco ' %, Cuando nos
referimos en la histologia a «espermdtides maduras por tabulo»,
queremos decir células que aparceen en el TESE como simples
cspermatozoides.

ASPIRACION MICROQUIRURGICA
DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS (MESA)

Los varones con azoospermia obstructiva son sometidos a una
simple exploracion escrotal usando anestesia local. Utilizando
entre 10y 40x aumentos en un microscopio, se realiza una inci-
sion de 0.5 ¢cm con las microtijeras en la tinica epididimaria para
exponer los tibulos de la porcion mas proximal del epididimo
obstruido ¥,

Los espermatozoides son aspirados con una micropipeta (0.7
mm/22 mm; Cook Urological, Spencer, IN) en una jeringa de
tuberculing, directamente desde la apertura del tabulo del epidi-
dimo. Las muestras son inmediatamente diluidas en medio de
Earle s tamponado con HEPES, y una minima porcion es exami-
nada para ¢l estudio de la movilidad y la calidad de la progresion.
Los espermatozoides méviles a menudo se obtienen de la porcion
mads proximal de la cabeza del epididimo o los vasos eferentes.
Una vez que se encuentra el drea de los espermatozoides maviles,
se usa una alicuota de liquido del epididimo para ICSIy el resto se
congela.

El estado actual de la situacion parece ser que practicamente no
hay casos de azoospermia obstructiva que no puedan tratarse con
métodos de recuperacion de espermatozoides e ICSI, al menos si la
mujer no tiene ella misma problemas irresolubles. En el caso de la
azoospermia obstructiva, preferimos utilizar espermatozoides epi-
didimarios, aunque el espermatozoide testicular funciona igual-
mente bien. La ventaja de usar espermatozoides epididimarios
como primera opeion es que se congelan con menor dificultad y
representa una muestra de esperma simple, limpia, facil y casi inde-
finida para el laboratorio, de ese paciente en particular, sin ningu-
na necesidad de futuros procedimientos cruentos, y sin necesidad,
ademds, de discccion ni procesamiento del tejido testicular 3,

Se han producido bastantes debates acerca de la mejor mane-
ra de obtener espermatozoides epididimarios o testiculares de
pacientes con azoospermia obstructiva para ICSI. El lector puede
decidir que podria funcionar mejor en su propio ambiente con-
creto, pero en los siguientes parrafos se describen nuestras prefe-
rencias.
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En la azoospermia obstructiva suele haber algo de epididimo
independientemente de la gravedad del defecto congénito. En
esos casos, preferimos la microcirugia para la aspiracion epididi-
maria (MESA) (Fig. 42.6). Realizamos toda la recuperacion de
espermatozoides utilizando anestesia local sin sedacion. La obten-
cion cuidadosa mediante microcirugia es un procedimiento que no
requiere hospitalizacion y en el que los problemas posquirtrgicos
son minimos.

El urdlogo sujeta el cordon espermatico entre el pulgar y el
indice, de un modo semejante a la realizacion de una vasectomia.
El corddn es entonces infiltrado con varios mL de marcaina al
0.5%, lo que produce la anestesia testicular, pero no la del escro-
to. A continuacion, se usan varios mL de marcaina al 0.5% para
infiltrar la piel escrotal anterior con una aguja del calibre 25 a lo
largo de una linea de incision de 1 cm. Una vez llega a la twnica
vaginalis, el epididimo y el testiculo se exponen en el campo de un
microscopio. El paciente, ademads, puede ver el procedimiento
entero en un monitor y deberia estar perfectamente despierto y
confortable.

La ventaja de la recuperacion de los espermatozoides epididi-
marios de este modo es el gran namero de espermatozoides mas
moviles que pueden obtenerse del conducto mas proximal, que
ademas pueden congelarse para un namero ilimitado de futuros
ciclos de ICSI. A menudo solo existe una drea especifica del epidi-
dimo proximal de la que se pueden recuperar espermatozoides
maviles, que puede encontrarse mas facilmente gracias a la micro-
cirugia que con una aguja y en ciego (lo cual, en verdad, e¢s mas
doloroso que la MESA).

En la azoospermia no obstructiva nunca pueden hallarse esper-
matozoides epididimarios porque las paredes tubulares del epidi-
dimo estan colapsadas y no hay obstruccion que permita una reco-
gida de espermatozoides. De cualquier modo, en la azoospermia
no obstructiva todavia puede llevarse a cabo una biopsia testicular
abierta, utilizando el microscopio, con el mismo tipo de anestesia
local, con el paciente despierto, y con el menor trauma postopera-
torio.

TECNICAS PARA LA BIOPSIA TESTICULAR
DIAGNOSTICA, PARA EL PROCEDIMIENTO .
DE TESE TESTICULAR Y PARA LA DISECCION
DEL TEJIDO TESTICULAR

La téenica para la biopsia testicular diagnostica® ' es muy sim-
ple en comparacion con las utilizadas para TESE con ICSI. En la
biopsia testicular diagndstica, ¢l cordon espermatico es invectado
con unos 5 mL de marcaina (bupivacaina) al 0.25 % mediante una
aguja del calibre 27, distal al anillo inguinal externo. Se inyectan
2 mL adicionales del anestésico local al 0.25 % sobre la piel escrotal
anterior, en la zona donde se realizara una incision de 0.5 ¢cm a lo
largo de la tinica albuginea. Se extrac una pequena picza de medio
centimetro de tejido y se coloca en un medio de tijacion de Zenker,
utilizando una téenica atraumatica «sin tocar». Este es un procedi-
miento clinico que casi no causa dolor (exceptuando el inicial de la
inyeccion de la anestesia). El paciente es capaz de levantarse y cami-
nar inmediatamente después. Aunque el procedimiento no es mds
doloroso que una biopsia con aguja, siempre proporciona un nime-
ro suficiente de tibulos (mds de 20 preparaciones) seminiferos para
realizar un analisis cuantitativo adecuado.

La técnica de TESE con ICSI en los casos iniciales de azoos-
permia no obstructiva se ha descrito anteriormente de manera
muy detallada . El enfoque actual incluye la microcirugia y es
mucho mas facil. Todos los casos microquirdrgicos fueron llevados
a cabo solo con anestesia local, como la descrita en la biopsia tes-
ticular diagnostica. La mnica vaginalis se abre y se exterioriza el
testiculo. EI microscopio se utiliza con unos aumentos de 16 a 40x
durante el resto de la operacion.

Con la extraccion de una tira contigua de tejido testicular, se
abre ampliamente la funica albuginea en el borde «antimesentéri-

| Cabeza
proximal

Figura 42.6. Diagrama de una aspiracion microquirtirgica de espermato-
zoides epididimarios (MESA), empczando por el cucrpo distal (4) y des-
plazandose proximalmente hasta la cabeza proximal v los vasos eferentes
(B, C,y D). En la azoospermia obstructiva hay una inversion de la localiza-
cion fisiologica habitual de la mayor y menor movilidad. (De Silber Sl etal,
Congenital absence of the vas deferens. N Engl J Med, 1990, 323: 1788-
1792).

co», para que permita una visualizacion de los tibulos testiculares
a 16 6 40 aumentos ' (Fig. 42.7). Primero se realiza un intento de
recuperar los microtubulos que aparczean dilatados y mas opacos,
y luego se escinden tiras largas de tejido (no mayores del total de
las que hubicran sido tomadas con una antigua TESE «ciega»), si
¢s necesario. En todos los casos microquirirgicos, si las tiras cran
continuas o se realizd una biopsia multiple alcatoria con cartogra-
fiado. se utilizé la histologia cuantitativa para cartografiar y com-
parar con la observacion microquirtrgica (Fig. 42.84, By ().
Todos los TESE microquirdrgicos se cerraron con suturas inte-
rrumpidas de nailon de 0-9, tras una hemostasia cuidadosa con
forceps microbipolar (Fig. 42.9). Esto evita cualquier incremento
de la presion intratesticular, provocando un minimo dolor y sin la
subsiguiente atrofia testicular.

Figura 42.7. Una tnica y gran incision para TESE cn ¢l microscopio pro-

duce un minimo o nulo dafo testicular y postintervencion, asi como capa-

cidad para analizar cada tibulo seminifero en busca de la presencia de

espermatogénesis. (De: Silber SJ. Microsurgical testicular sperm extrac-

tion and the distribution of spermatogenesis in non-obstructive azoosper-
mia. Hum Reprod, 2000, 15: 2278-2288).
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Figura 42.8A. Diagrama del método de cartografiado testicular, caso de

«solo células de Sertoli». En la parte superior de las figuras se puede ver

la observacion microquirtrgica e histoldgica de una preparacion grande y

contigua de tejido testicular. En la parte inferior, se ilustra un estudio

similar de biopsias multiples discontinuas. En ¢l sindrome de «sélo células

de Sertoli», solo los tibulos mayores contienen espermatozoides, siendo los
tibulos sin espermatozoides mucho mas delgados.
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Figura 42.8B. Diagrama del método de un cartografiado testicular simi-

lar a la Figura 42.1, pero representando una detencion de la maduracion.

Eneste caso, los tibulos seminiferos de un tamano similar pueden tener o
no espermatozoides.

Figura 42.8C. Tira larga de tejido testicular
que permite el estudio de un segmento testicu-
lar entero.

Aunque parezcan simples, existen algunos puntos técnicos
importantes que incrementardn la obtencion de espermatozoides
y disminuirdn ¢l tiempo de laboratorio requerido en el TESE.

El procedimiento podria facilitarse de manera importante y
proporcionar mas éxito con la aplicacion de dos pequenas suge-
rencias. Primero, el tejido no debe ser diseccionado entre dos por-
taobjetos de vidrio dentro de una placa de Petri; este método es
extremadamente grosero y produce un escado vaciado de los
microtibulos seminiferos. El uso de agujas del calibre 28 unidas a
una jeringa de insulina es lo que nosotros recomendamos, pero la
mayoria de los embridlogos realizan esta téenica de una forma
demasiado laboriosa y se pierde mucho tiempo.

En lugar de utilizar las puntas de las agujas para separar los
tabulos seminiferos, lo que es verdaderamente laborioso, las agu-
jas deben estar dobladas en la zona del eje proximal en un angulo
aproximado de 609, de manera que las propias agujas estn situa-
das paralelas a la superficie de fa placa de Petri. Los ejes de estas
agujas del 28, paralelas a la superficie de la placa de Petri, pueden,
facilmente y de forma rdpida, derramar los contenidos completos
de los tabulos seminiferos. Esta forma de trabajar funciona abso-
lutamente igual que la diseccion enzimdtica, y tan solo requiere
unos minutos.

Se extrae el sobrenadante, y el pellet es resuspendido en 50 ulL.
Aqui es donde interviene el segundo consejo para que tenga lugar
una obtencion mas rapida y eficaz de los espermatozoides en el
laboratorio.

En primer lugar, se elimina el sobrenadante. Entonces, el pellet
de tejido residual debe ser absorbido por la pared del tubo de la
centrifuga con una pipeta Pasteur, dejando que el liquido drene
por ¢l hasta el fondo del tubo. Solo tras este truco se aspira el total
de los contenidos del fondo del tubo de la centrifuga en la pipeta.

En los casos muy complicados, la suspension testicular puede
ser incubada en algin agente que produzea la lisis de los hematies
y lavada de nuevo en un medio amortiguado con HEPES 7, esto
rara vez es necesario. Toda la suspension es examinada completa-
mente, dividiéndola en maltiples microgotas en la placa de inyec-
cion de ICSI, cada una con un volumen de 5 uL.. De esta forma se
examina el efluente entero obtenido tras la rotura del tejido, fre-
cuentemente tras varias horas, en un intento de encontrar esper-
matozoides '*1%,

OBSERVACIONES EN EL TESE MICROQUIRURGICO

Elsindrome de «sdlo Sertoli» y la detencion de la maduracion fue-
ron las dos categorias histologicas principales encontradas en los
pacientes con azoospermia no obstructiva. La hipospermatogéne-
sis siempre esta asociada con el descubrimiento de algunos esper-
matozoides en el eyaculado, porque en estos casos siempre hay
mas de tres espermatides maduras por tibulo. En los casos de
detencion de la maduracion, los tibulos mostraron unas caracte-
risticas uniformes en cuanto a tamano y opacidad. En la detencion
de la maduracion es imposible, incluso con el microscopio, distin-
guir los pocos tubulos con maduracion completa hasta espermato-
zoides de los que carecen de espermatozoides.

En los casos de «solo Sertoli», de todas formas, los tubulos
estan colapsados, con tincidn amarilla visible en la cara exterior de
los tabulos, lo que representa la hiperplasia de las células de Ley-
dig. Si existen espermatozoides, el cirujano puede determinarlo en
bastantes casos con el microscopio, observando los tibulos que no
estdn colapsados.

Aun asi, en algunos casos de «solo Sertoli» con espermatozoi-
des, la vision microquirdrgica no ayuda, v todos los tibulos pare-
cen uniformemente colapsados. En los casos microquirirgicos con
muy pocos espermatozoides, y en aquellos cuyos tibulos con
espermatozoides no podrian ser diferenciados de los tabulos sin
espermatozoides, todavia deben obtenerse cantidades relativa-
mente altas de tejido.
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Figura 42.9. Cierre microquirtrgico de la tinica albuginea de los testicu-

los con suturas interrumpidas de nailon de 9-0 tras un TESE microquirtr-

gico, que no aumenta la presion intratesticular v, por tanto, sin pérdida de
la funcion testicular.

A pesar de todo, se produjo un minimo dano, porque el flujo san-
guinco no fue interrumpido, las pequenas hemorragias fueron coa-
guladas meticulosamente, la tinica albuginea no fue traspasada a
causa del cierre con las suturas de nailon de 9-0'y, en consecuencia,
no hubo un incremento de la presion sanguinea intratesticular.

CARTOGRAFIADO HISTOLOGICO TESTICULAR

En los casos con toma de muestras de tejido contiguas, para el
cartografiado se dispuso de una amplia vision de un segmento
entero de los testiculos de ambos lados (Fig. 42.8C). La histologia
demostro una distribucion difusa, pero esparcida, de la esperma-
togénesis en todas ellas, confirmando directamente nuestra suge-
rencia inicial. El resultado oscild desde 1 tabulo con espermato-
zoides por tira grande contigua de tejido, hasta 5 tabulos con
espermatozoides por tira de tejido, en un total de mas de 100 sec-
ciones transversales. La vision histologica de una distribucion difu-
sa se corresponde con las observaciones microquirtrgicas. Cuando
pudieron observarse tibulos dilatados normales en comparacion
con tubulos delgados, los dilatados contenian espermatozoides, y
estaban distribuidos difusamente a lo largo del testiculo.

De cualquier forma, existian concentraciones variables de focos
espermatogénicos en los diferentes pacientes (Fig. 42.104 y B). En
el 12 %, la distribucion de los espermatozoides estaba tan dispersa
que podria claramente explicar los casos en los que una biopsia
abierta, realizada de forma aleatoria, podria perfectamente no
localizar los focos espermatogénicos '* 24, Mas adn, es muy facil ver
por qué la biopsia aleatoria con agujas no localizaria el foco en el
86 % de los casos 7.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

De los 45 casos originales de varones sometidos a biopsia testicu-
lar diagndstica previa sin la realizacion de un cartografiado, con-
cluimos indirectamente, a partir del potencial predictivo de la
biopsia aleatoria, que en estos pacientes habia una distribucion
de la espermatogénesis difusa (aunque dispersa) mas que regio-
nal ¥, También concluimos que obtuvimos mas tejido testicular
del necesario para el TESE . De cualquier forma, los malos
resultados de la biopsia testicular con aguja en la azoospermia no
obstructiva, comparados con la biopsia abierta, parecen ser una
contradiccion a nuestra conclusion de que se obtenia demasiado
tejido 2%, -3,

Mis aun, no disponemos de una buena explicacion para ese 12-
15 % de casos en los que una biopsia diagndstica previa no era
predictiva del éxito del TESE. La respuesta a esa duda la obtuvi-
mos en los siguientes esfuerzos al cartografiar '®,

Los descubrimientos actuales refuerzan el estusiasmo de Schle-
gel #2432 para una aproximacion inicial al TESE, y proporciona en
¢l cartografiado pruebas directas de una distribucién mds difusa
que regional de la espermatogénesis en la azoospermia no obs-
tructiva '3 32320,

Ademas, la variacion de la dispersion de la espermatogénesis,
confirmada por la observacion de varias tiras contiguas de tejido,
explica por qué en una biopsia tnica aleatoria pueden encontrar-
se 0 no espermatozoides, y por qué el tomar partes muy pequenas
del tejido a ciegas con una aguja se puede obtener una tasa de éxi-
to razonable en la azoospermia obstructiva, pero una tasa de éxito
muy baja en la azoospermia no obstructiva. La solucion para los
casos dificiles de azoospermia no obstructiva serfa tomar mayores
porciones del testiculo o la preseleccion con microcirugia de un
pequeno foco espermatogénico. La tltima opcidn es, obviamente,
preferible.

De cualquier forma, incluso en aquellos casos en los que la tni-
ca solucion es la obtencion de una mayor cantidad de tejido testi-
cular, la microcirugia todavia ofrece una opcion mejor.

El formidable deterioro que se ha observado en los TESE
demasiado agresivos csta causado por la interferencia directa con
la aportacion microvascular de los tibulos seminiferos o, de un
modo mds comin, un incremento en la presion intratesticular cau-
sado por pequenas hemorragias en la tanica albuginea.

La tanica albuginea es un envoltorio poco flexible. Un peque-
no grado de derrame intratesticular causa un notable aumento de
la presion intratesticular, que puede ser perfectamente observado
por cualquicra que realice una biopsia de muestreo miltiple con-
vencional para TESE. Mds atn, el cierre de las biopsias abiertas
con la sutura no microquirdrgica usual, particularmente las reali-
zadas con rapidez, comprometen mas atn el volumen intratesti
cular, con lo que se suma al incremento de la presion. Con una
biopsia diagndstica convencional rutinaria, el dano debe ser insig-
nificante 3.

Un enfoque microquirdrgico por TESE en todos los casos que
hemos realizado no produce un incremento de la presion testicu-
lar, principalmente por tres motivos. El primero es que es mds ficl
evitar la interrupcion del flujo sanguineo en las diferentes regiones
de los tabulos seminiferos. La segunda razon, que es extremada-
mente importante cuando se necesitan obtener grandes cantida-
des de tejido, es que puede llegarse a alcanzar una hemostasia
meticulosa con el [6receps microbipolar, teniendo una adecuada
visualizacion microquirirgica de las dreas de corte. La tercera
razon que permite la microcirugia con el minimo dafo tisular,
incluso cuando se obtienen grandes piezas de testiculo, es la sutu-
ra microquirdrgica de la tinica albuginea con suturas interrumpi-
das de nailon de 9-0.

Esta técnica de microsutura, utilizando particularmente la
sutura interrumpida, permite un cierre de la tunica albuginea sin
comprometer el espacio intratesticular (Fig. 42.9). Por tanto, cual-
quier tejido escindido es la unica pérdida que el paciente debe
sufrir en este procedimiento de TESE.

Los varones con azoospermia no obstructiva causada por un
fallo germinal tienen una media de 0-3 espermatides maduras por
seccion transversal de tabulo seminifero, comparado con las 17-33
espermdtides maduras por tibulo en varones con espermatogéne-
sis normal y azoospermia obstructiva '»>* %, Esto sugiere queenla
biopsia testicular deben existir al menos tres espermatides madu-
ras por tibulo para que algin espermatozoide alcance el eyaculado.
Mas de la mitad de los pacientes azoospérmicos con fallo germinil
tienen minimos focos de espermatogénesis, cantidad insuficiente
para permitir el «derrame» de los espermatozoides en el evacula-
do. Cuando la espermatogénesis excede las tres espermatides
maduras por tubulo, el paciente es oligospérmico, en lugar de
azoospérmico.
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Grados de azoospermia

Azoospermia no
obstructiva
(1 de cada 20
tubulos tiene
espermatozoides)

Azoospermia no
obstructiva
(1 de cada 100
tubulos tiene
espermatozoides)

Espermatogénesis
normal
(todos los tubulos
tienen espermato-
zoides)

Figura 42.10A.  Representacion esquematica de los grados de espermatogé-
nesis en los diferentes tipos de azoospermia, como se demuestra en ¢l carto-
grafiado observacional direeto con la microcirugia v con la histologia de
amplias preparaciones de testiculo, asi como maltiples biop-sias pequeras dis-
continus.

Distribucion de la espermatogénesis en el
testiculo

Zonas de produccion
de espermatozoides
en diferentes regiones
testiculares

Distribucién difusa
de la produccion
de espermatozoides
en el testiculo

Vs

Figura 42.10B.  TESE microquirirgico en una azoospermia no obstructi-
vil.

Un conocimiento de la distribucion de lTa espermatogénesis
puede mejorar la eficiencia del TESE. Ahora tenemos pruchas
directas de que si la espermatogénesis esta presente ¢n los casos
de azoospermia no obstructiva, estd distribuida difusamente a lo
largo de los testiculos y no estd limitada a una region concreta.
Esto explica por qué en los casos con espermatogénesis minima la
biopsia testicular abicerta con la obtencion de grandes muestras de
tejido tiene mds ¢xito que la biopsia alcatoria con aguja, con la
obtencion de cantidades de tejido mucho menores. Esto tambicn
explica por qué en el 85 % de los casos en los que se tiene Exito, ¢s
tan probable encontrar espermatozoides en una biopsia abicrta
aleatoria en cualquicr lugar de los testiculos como en cualquier
otra region de los espermatozoides. De cualquicr modo, esti claro
que cn los casos con focos de espermatogénesis extremadamente
dispersos, una biopsia abierta aleatoria pucde no ser capaz de
localizar focos espermatogénicos, que si podria conseguir con un
Muestren mas extensivo.
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