PROTOCOLOS DE ANDROLOGIA

BIOPSIA TESTICULAR

Preparacion del material el dia previo:

Preparar medio tamponado G-MOPS en 3 tubos llenos y 3 jeringas de 1ml. llenas hasta
la mitad, por si se precisa realizar biopsia de epididimo. Este medio se conserva en el
frigorifico toda la noche. El dia siguiente, antes de la biopsia se atempera en la estufa a
37°C.

Dia de la biopsia:

Biopsia de epididimo

* Cuando el urdélogo lo solicite, se le entrega una jeringa en el quiréfano.

* Esperar a que realice la biopsia y devuelva la jeringa con el medio.

e Depositar el medio de la jeringa en una placa de 35mm previamente
atemperada.

e Expandir el medio por toda la superficie para poder observar mejor en el
microscopio invertido, pero cuidar de que no se seque.

e Si se observan espermatozoides, avisar inmediatamente al urdlogo para

finalizar la biopsia.
* Pasar el medio con espermatozoides de la placa a un tubo falcon de 15mL.

e Este tubo se traslada a andrologia y se realiza una centrifugacion suave a

400rpm durante 4 min para eliminar los eritrocitos de la muestra.
* Serecoge el sobrenadante y se descarta el pellet.

* El sobrenadante se lava y capacita siguiendo el protocolo de capacitacion

espermatica

Biopsia de testiculo:

e En el momento del TESE el G-MOPS se vierte en placas de 35mm, en una
cantidad suficiente para poder triturar el tejido sin que se seque pero sin poner medio
en exceso para no diluir la muestra.

e Triturar la muestra con agujas de bisturi hasta que se forme una masa lo mas
homogénea posible.

e Observar bajo microscopio si hay espermatozoides

e Si se encuentran espermatozoides, avisar inmediatamente al urdlogo para
finalizar la biopsia.

e Pasar el medio con espermatozoides de la placa a un tubo Falcon de 15mi

convenientemente rotulado.

11



PROTOCOLOS DE ANDROLOGIA

e Este tubo se traslada al laboratorrio de andrologia y se realiza una
centrifugacion suave a 400rpm durante 4 min para eliminar los eritrocitos de la
muestra.

* Serecoge el sobrenadante y se descarta el pellet.

e El sobrenadante se lava y capacita siguiendo el protocolo de capacitacion

espermatica.

Estas muestras pueden ser congeladas siguiendo el protocolo de congelacién de

muestras de semen o pueden ser utilizadas en fresco para la ICSI.

Si no se encuentran espermatozoides moviles, se puede preparar una muestra afadiendo

pentoxifilina 1:1.

Los datos obtenidos de la muestra se anotan en la hoja de ciclo o en la de congelacion de
muestras de semen (dependiendo del caso). Posteriormente los datos se pasan a la

historia clinica en la base de datos informatizada.

3. Registros
a. Documento “Hoja de congelacion” (Anexo lll): Se archiva en la carpeta “Semen
congelado” que se encuentra en el area de gestion.
b. Documento “Hoja de ciclo” (Anexo IV): Al finalizar el ciclo es archivada en la
carpeta de Ciclos (cada carpeta con su afio correspondiente) que se encuentra en
el area de gestion.
c. Historia clinica informatizada: Se anota el resultado del procedimiento en la

historia clinica en el lugar correspondiente.

4. Anexos
Anexo |. Protocolos de Andrologia.
Anexo lll. Plantillas del Laboratorio de Andrologia.

Anexo IV. Plantillas del Laboratorio de Embriologia.
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PREPARACION DE MUESTRAS DE PACIENTES CON

1. Procedimiento

EYACULACION RETROGRADA

a. Alcalizacion de la muestra de orina: En los pacientes diagnosticados de

eyaculacioén retrograda, los espermatozoides no se encuentran en el eyaculado

si no en la orina. Para garantizar la viabilidad de los espermatozoides presentes

en la orina es necesario alcalinizar la muestra de orina del paciente. Para ello

es necesario que el paciente tome bicarbonato sdédico segun indique el

urélogo.

b. Procesado de la muestra:

Vi.
Vii.

viii.

Xi.

Xii.

2. Registros

Se obtiene una primera muestra por eyaculacion en un bote estéril
convenientemente rotulado y después es necesario recoger una muestra
de orina en otro bote estéril rotulado.

Se valora el pH de la muestra de orina con tiras medidores de pH de
rango 7,2-8. Solo si la muestra estd dentro del rango, las dosis
ingeridas por el paciente fueron las adecuadas.

Medir el volumen de la muestra de orina utilizando una pipeta graduada.
Distribuir la muestra de orina en tubos Falcon de 15ml de fondo cénico.
Centrifugar 5 minutos a 2.400 rpm

Desechar el sobrenadante de cada tubo por decantacion.

Resuspender el pellet de cada tubo en 0,5ml de medio IVF

Agrupar el pellet resuspendido en uno o dos tubos Falcon de 15ml,
utilizando una pipeta pasteur de plastico.

Centrifugar de nuevo la muestra 5 min a 2.400rpm

Desechar el sobrenadante por decantacion.

Resuspender el pellet en 0,5ml de medio IVF.

Realizar el analisis habitual del semen segun lo descrito en el

protocolo para seminogramas.

a. Documento “Hoja de ciclo™: Al finalizar el ciclo es archivada en la carpeta de Ciclos

(cada carpeta con su ano correspondiente) que se encuentra en el area de gestion.

b. Historia clinica informatizada: Se hace una anotacion con las caracteristicas de la

muestra y el resulted del proceso.

3. Anexos

Anexo lll. Plantillas de Andrologia

Anexo IV. Plantillas de Embriologia
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FRAGMENTACION DE ADN

Método basado en la tecnologia SCD (Sperm Chromatin Dispersion). Los
espermatozoides frescos o descongelados se introducen en un gel de agarosa inerte en
placas pretratadas. Un tratamiento inicial con acido desnaturaliza el ADN en aquellos
espermatozoides con el ADN fragmentado. A continuacion la solucion de lisis elimina la
mayoria de proteinas nucleares, lo que provoca en las cadenas de ADN intactas unos
halos grandes de ADN marcado. Por el contrario, los espermatozoides con el ADN

fragmentado no muestran este halo o es muy pequenio.
Contenidodelkit (contiene lo necesario para 10 determinaciones)

SCS: 10 portaobjetos pretratados con agarosa.
ACS: 10 tubos eppendorf conteniendo agarosa de bajo punto de fusion.
AD: 1 tubo con solucién de acido desnaturalizante. 1ml.

LS: Un bote de solucion de lisis. 100 ml.

1. Procedimiento
1) Mantener la solucién de lisis (LS) a temperatura ambiente (22°C)

2) Atemperar un bote de plastico estéril (el utilizado normalmente para muestras de
semen) con agua a 37°C en el incubador del laboratorio de andrologia. Introducir

una bandeja metalica en la nevera.

3) Diluir la muestra de semen en medio de cultivo/ diluyente de semen (IVF)/ PBS

hasta alcanzar una concentracion de 5 x108-1x 107 spz/mL.

4) Introducir un eppendorf de agarosa (ACS) en un corcho flotante (corcho rosa con
forma de espermatozoide) en un tubo nuevo de plastico estéril con agua. El bote
con el eppendorf lo introducimos en el microondas durante un minuto (o hasta que

el agua comience su ebullicion).

5) Transferir el eppendorf de agarosa con el corcho flotante, al bote con agua

previamente atemperado en el incubador de andrologia e incubar durante 5 min.
6) Afadir 25uL de muestra de semen al eppendorf de agarosa licuado.

Homogeneizar la muestra. Depositar un volumen de 14 a 20 pyL de la mezcla
obtenida sobre un portaobjetos pretratado de agarosa (SCS), depositar un
cubreojetos de 18x18mm sobre la muestra depositada evitando la formacion de

burbujas.
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7) A partir de este momento, manejar el portaobjetos, siempre, en posicidon horizontal,

para evitar derrames.

8) Depositar el portaobjetos sobre una superficie fria (bandeja metalica previamente
introducida en la nevera), y mantenerlo en la nevera durante 5 min. para

conseguir la gelificacion de la agarosa.

9) Mientras, preparar la solucion desnaturalizante (AD). Preparar la cabina para
realizar los “bafios” con 6 recipientes de incubacién. Para ello, mezclar 80 uL de
solucion AD con 10 mL de agua destilada. Verter la mezcla sobre el primer

recipiente de incubacién.

10) Sacar el portaobejtos de la nevera y retirar el cubreojetos con cuidado,
evitando que la muestra gelificada se rompa. Es mejor retirarlo tirando de una
esquina del cubre hacia fuera. A partir de este momento, usar guantes y manejar

el portaobjetos horizontalmente con ayuda de pinzas.

11) Incubar el portabjetos con la solucién AD preparada en el paso 9) durante 7

min.

12) Después, verter 10 mL de la solucion de lisis atemperada en el siguiente

recipiente de incubacién. Incubar el portaobjetos durante 25 min.

13) Incubar en un tercer recipiente, con un minimo de 10 mL de agua destilada (o
hasta que cubra el recipiente de incubacién) para lavar la solucién de lisis durante

5 min.

14) Finalmente, deshidratar la muestra incubandola durante 2 min en etanol al 70%
(4°recipiente de incubacion), etanol al 90% (5°recipiente de incubacion) y

etanol al 100% (6°recipiente de incubacién) sucesivamente.
15) Dejar secar la preparacion a temperatura ambiente.

16) Después de secar las preparaciones, pueden guardarse en cajas de

portaobjetos durante meses.

17) Tincién “Diff.Quik”: Incubar la preparacion en la solucion de eosina de color rojo
durante 6 min. Posteriormente, incubar la preparacién en la solucién de Azur B de
color azul durante 6 min. Los soportes de incubacion son 2 cajas de portaobjetos,

una para cada color.

2. Clasificacion de los espermatozoides segln su aspecto:
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* Espermatozoides sin ADN fragmentado: El espermatozoide presenta un halo
grande o de tamafio medio a lo largo de su cabeza.
* Espermatozoides con ADN fragmentado: El espermatozoide presenta un halo

pequefio o inexistente, el color de la cabeza es de un morado mas intenso.

Imagen de un campo de una muestra, preparada para
efectuar la lectura automatizada de la diferenciacion de la
fragmentacion espermatica (espermatozoides con el ADN
fragmentado y espermatozoides con el ADN intacto)
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Los datos y resultados de la muestra se anotan en la hoja informe de fragmentacién y

posteriormente los datos se pasan a la historia clinica en la base de datos informatica.

3. Registros
a. Documento “Hoja de informe de fragmentacién”: Se rellena y se guarda en la
carpeta de “Fragmentacién” que se encuentra en el area de gestion.
b. Historia clinica informatizada: Se apunta el resultado de la fragmentacién y la

recomendacion en el caso que sea necesario.
4. Anexos

Anexo |. Protocolos de Andrologia.

Anexo lll. Plantillas del laboratorio de Andrologia.
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MACS

1. Pasos previos:
Previamente se debe informar al laboratorio de que se va a realizar un MACS para
reservar una columna. El dia anterior tenemos que preparar un tubo con medio IVF

(protocolo de preparacion del laboratorio).

2. Recogida y entrega de la muestra seminal: Se realiza siguiendo el protocolo de

Seminograma.

3. Preparacion de la muestra seminal:
a. REM (recuperacion de espermatozoides moviles): Se realiza un
seminograma + Swim up como esta descrito en el protocolo de

seminogramas.

b. MACS: El kit contiene lo necesario para 6 determinaciones: 6 botes con
0,15ml anticuerpo (Anexin-V kit reagent), 6 botes con10 mL Binding Buffer y

6 columnas.

Ademas de estos fungibles, también se utilizan un iman y un soporte magnético. Todos los

procesos del procedimiento se deben realizar en condiciones de esterilidad.

4. Procedimiento:

a. Sacar el anticuerpo de la nevera para que esté a temperatura ambiente.

b. El volumen obtenido de la REM se pone en un tubo de fondo redondo de 5ml.

c. Si tenemos una concentracibn muy alta (mas 107 a 108) podemos diluir
utilizando el Binding Buffer o IVF.

d. Ala REM se le afiaden 100 pl de anticuerpo.

e. Anadir Binding Buffer hasta un volumen final de 500 pl.

f. Mezclar e incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

g. Colocar la columna MS en el iman fijo en el soporte metalico. Poner un tubo
debajo de la columna.

h. Lavar la columna con 1000 uL de Binding Buffer, descartar el buffer.

i. Poner un nuevo tubo (previamente rotulado) debajo de la columna. Depositar la
muestra en la columna. Recolectar el medio que fluye por la parte inferior de la
columna en el tubo. Esta sera la muestra de células purificadas, que se utilizara para
las técnicas de FIV.

j. Lavar la columna con 500 uL de Binding Buffer y recoger el flujo. Esta muestra

también es de células purificadas y se puede juntar con la primera fraccion.
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Todos los datos de la muestra se anotan en la hoja de ciclo y posteriormente los datos se

pasan a la historia clinica en la base de datos informatica (Sara).

5. Registros
* Documento “Hoja de recogida de muestras”: Se archivan en la carpeta “Muestras
de semen” que se encuentra en el area de gestion.
* Documento “Hoja de ciclo”: Al finalizar el ciclo es archivada en la carpeta de Ciclos
(cada carpeta con su ano correspondiente) que se encuentra en el area de gestion.

¢ Historia clinica informatizada: Se anotan los datos en su historia clinica.

6. Anexos
Anexo |. Protocolos de Andrologia.

Anexo lll. Plantillas del laboratorio de Andrologia.
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