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INTRODUCCION

En los altimos anos, se ha demostrado que las caracteristicas anormales de los
espermatozoides humanos inciden sobre la tasa de fecundacion (Kruger, 1988), sin
embargo, la mayoria de los investigadores coincidimos en que el estudio de la movili-
dad y de la morfologia espermatica, asi como sus efectos sobre la fertilidad es un pro-
ceso que genera hallazgos que en algunos casos contrastan entre si. En el campo de la
Espermatologia, los avances cientificos se han producido lentamente debido a que la
evaluacion de la morfologia y en especial de la motilidad se realiza de manera visual
mediante un operador entrenado. Todo esto conlleva a la obtencion de valores sus-
ceptibles a un alto grado de imprecision por las condiciones subjetivas del sistema de
medida; por lo tanto, no es de sorprender que los resultados que aporta un espermio-
grama hecho de esta manera sea hasta el momento un predictor ineficiente de la ferti-
lidad.

Lacomunidad cientifica internacional opina que a pesar de estas imprecisiones,
la valoracién visual ofrece una descripcion oportuna de la motilidad y morfologia es-
permatica, aunque dicha exactitud y precision estan limitadas por las condiciones del
sistema de medida y por la destreza del observador. Sin embargo, a pesar de ello, la
apreciacion efectuada por personas experimentadas es de gran valor, debido a que la
informacién se obtiene de forma inmediata, es econémica y de ficil ejecucion. En
todo caso, esta valoracion visual de una muestra de semen es todavia utilizada por la
mayoria de los laboratorios y/o centros de de inseminacién artificial; no obstante, de-
bemos ser concientes que la subjetividad aparente de la valoracion visual puede deri-
var en resultados contrastantes para una misma muestra entre diferentes laboratorios
e incluso entre los distintos observadores de un mismo laboratorio.

De lo antes expuesto, se deriva la necesidad de implementar una nueva metodo-
logia, mas objetiva y que sea capaz de realizar la valoracion de la motilidad y morfolo-
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gia espermdtica de una manera mas efectiva. La aplicacion de los conocimientos de la
biologia espermatica al campo de la informatica origind una serie de programas com-
putarizados o “software” que describen la cinética espermatica, ademas de medir y
precisar la forma del espermatozoide vivo, muerto o con anormalidad morfolégica.
De alli partio la necesidad de formular un analisis de la calidad espermatica mas obje-
tivo, que derivoé en la creacion del Analisis Computarizado de la Motilidad y Morfolo-
gia espermatica, denominado genéricamente “CASA” (Computer- Assisted Sperm
Analysis).

SISTEMA DE MEDICION COMPUTARIZADA DE LA MOTILIDAD
ESPERMATICA

Los primeros intentos de identificar objetivamente el movimiento espermatico
individualizado se bas6 en exposiciones fotograficas multiples o en video-microgra-
fias. Estos métodos son tediosos, largos y costosos, por lo que hoy en dia no son de
eleccion (Boyers et al., 1989). Sin embargo, la aparicion de los sistemas computariza-
dos de digitalizacion de imagenes abrié un nuevo campo en el estudio de la motilidad
espermatica, automatizando y simplificando el proceso. El analisis computarizado de
la motilidad fue propuesto por primera vez hace 28 afos (Dott y Foster, 1979) y es usa-
do actualmente en clinicas especializadas, centros de reproduccion asistida, laborato-
rios y centros de investigacion.

Las imagenes obtenidas permiten evaluar varios parametros que describen el
movimiento espermatico, estableciendo de una manera efectiva medidas cuantitati-
vas del movimiento individual de los espermatozoides (Mortimer, 2000). Con este
tipo de analisis se espera obtener medidas correctas de la motilidad espermatica que
proporcionen informacion precisa acerca del estado funcional del axonema y de las
membranas espermaticas. Cuando el analisis se hace en condiciones 6ptimas, las me-
didas detalladas de la motilidad proporcionan una informacién predictiva sobre la
funcién espermatica (Davis y Siemers, 1995). Sin embargo, hay que tener en cuenta
que la exactitud de los valores obtenidos por técnicas cinematicas estd limitada por
factores técnicos y biolégicos. De este modo, la interpretacion de los datos cinéticos es
dependiente del conocimiento que tengamos de las condiciones del analisis (Morti-
mer, 2000, 2002).

Los sistemas automaticos de medicion de imagenes se basan en la captura suce-
siva de espermatozoides en movimiento provenientes de una muestra seminal (5 uL)
colocadas en un microscopio y visualizadas en una pantalla de un computador; luego
se digitalizan estableciendo trayectorias definitivas que proporcionan una informa-
cién detallada, precisa y significativa del movimiento individual de cada espermato-
zoide (Amann y Katz, 2004). El sistema consta de un microscopio con contraste de fa-
ses conectado a una platina temperada que permite mantener las muestras a 37°C, una
camara de video de alta resolucion conectada a una pantalla de television y un soft-
ware de andlisis de imagenes por computador. Los pardmetros determinados para
cada espermatozoide son la velocidad del movimiento en base a varios descriptores, la
trayectoria que realiza la cabeza del espermatozoide y la frecuencia de los cambios de
direccion que esta realiza.
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El analisis de la motilidad mediante CASA se hace al capturar las imagenes de
espermatozoides en movimiento de muestras seminales previamente diluidas en un
medio adecuado y utilizando un microscopio con lente 100 6 200X. Tras la captura, la
informacién es guardada hasta su analisis. Una vez realizado el analisis, la informa-
cién obtenida es transferida a un procesador matematico que fragmenta la motilidad
espermatica en diversos descriptores de la motilidad individual que caracterizan la li-
nealidad, la angularidad del movimiento espermatico y el desplazamiento de la cabe-
za del espermatozoide. Por dar un ejemplo, el sistema CASA disefiado por Microptic
(Barcelona; Espana) describe varios pardmetros de motilidad (Tabla 1) y la captura de
las imagenes se basa en el analisis de hasta 100 imagenes fotografiadas de alta resolu-
cion (768 x 576), digitalizadas y tomadas en un tiempo de procesamiento de pocos se-
gundos por muestra. Se han comparado datos utilizando distintos sistemas disponi-
bles en el mercado y se ha demostrado que no hay muchas diferencias en los resulta-

Tabla 1
Parametros de motilidad que se evalian mediante CASA
Parametro Unidad Definicién

Velocidad curvilinea (VCL) pm/sg  Distancia recorrida por el espermatozoide a lo
largo de su trayectoria real en funcién del
tiempo.

Velocidad rectilinea (VSL) wum/sg  Distancia recorrida por el espermatozoide en
el primer punto y el dltimo de su trayectoria.

Velocidad media (VAP) um/sg  Distancia recorrida por el espermatozoide a lo
largo de su trayectoria media.

Indice de linealidad (LIN) % Relacion porcentual entre la VSL y VCL.

Indice de rectitud (STR) % Relacion porcentual entre la VSL y VAP.

Indice de oscilacién (WOB) % Relacién porcentual entre la VAP y VCL.

Amplitud media del desplazamiento lateral de pm Desplazamiento medio efectuado por la cabe-

la cabeza del espermatozoide (ALHmed) za del espermatozoide en su trayectoria curvi-
linea de un lado a otro de la trayectoria media
o lineal.

Amplitud méaxima del desplazamiento lateral pm Maximo desplazamiento efectuado por la ca-

de la cabeza del espermatozoide (ALHmax) beza del espermatozoide en su trayectoria cur-

vilinea de un lado a otro de la trayectoria me-
dia o lineal.

Desplazamiento angular medio algebraico Grados Angulo que toma la direccién de un segmento
(MADAlIg) angulare de la trayectoria y el siguiente, teniendo en
s cuenta su signo, siendo positivo al sentido
contrario de las agujas del reloj.
Frecuencia de batida del espermatozoide Hz Frecuencia con la cual la trayectoria curvili-
(BCF) nea atraviesa la lineal en funcién del tiempo.
Menor oscilacion armonica de la cabeza del pm Menor valor de la amplitud de la trayectoria
espermatozoide (HLO) curvilinea respecto a la trayectoria lineal o
media.
Mayor oscilacion armoénica de la cabeza del um Mayor valor de la amplitud de la trayectoria
espermatozoide (HHI) curvilinea respecto a la trayectoria lineal o

media.
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dos (Verstegen et al., 2002). En cambio, se han encontrado grandes diferencias entre

los operadores y en la metodologia de preparacion de la muestra a analizar (Verstegen
etal., 2002).

Los tres parametros de velocidad (VCL, VAP y VSL) son comtinmente utili-
zados para la descripcion general del movimiento del espermatozoide (Figura 1);
sin embargo, para una evaluacion adicional se establecieron los parametros STR,
LIN y WOB que tratan de las relaciones entre estas velocidades (Motimer, 1997). El
LIN provee una indicacion de la relacion entre la trayectoria recta recorrida y la tra-
yectoria promedio del espermatozoide, de modo que en situaciones en que la trayec-
toria promedio se aproxima de la trayectoria en linea recta se presenta una elevada
STR, con bajo ALHmed. Al contrario, trayectorias circulares poseen baja STR,

pues la trayectoria promedio presenta valores superiores al compararlo con el tra-
yecto rectilineo, de modo que una trayectoria circular presenta baja linealidad, una
vez que la trayectoria real del espermatozoide es mayor que su desplazamiento efec-
tivo. El indice de oscilacion (WOB) es bajo en casos de trayectorias en las que los es-
permatozoides recorren una vasta area en su desplazamiento (elevado ALHmed) y

es mas alto en caso de trayectorias circulares o rectilineas una vez que la VAP y la
VCL se asemejan (Motimer, 1997).
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Figura 1. Terminologia estandar de algunos parametros de motilidad (Tabla 1) obtenidos por el siste-
ma CASA.

Algunos centros de inseminacion artificial han adoptado el CASA en su rutina
de evaluacion de semen, pero en general como un método estandarizado de calculo de
la motilidad progresiva y total. Los parametros de motilidad que son los mas correla-
cionados con la fertilidad no son comtinmente usados y la evaluacién de subpoblacio-
nes espermaticas no ha sido aplicada en forma habitual (Anel ez al., 2006), a pesar que
existen hallazgos que lo sugieren (Quintero-Moreno et al., 2003, 2004, 2007).

Debe ser resaltada la posibilidad de obtener errores potenciales durante las me-
diciones realizadas por el CASA. Una de ellas es la dificultad en distinguir entre es-
permatozoides y algunas particulas o células no-espermaticas presentes en el eyacula-
do, lo cual ha llevado a una sobrestimacion de la concentracion espermatica y en la su-
bestimacion en la proporcion de espermatozoides moviles. La presencia de esperma-
tozoides aglutinados también afecta la correcta evaluacion de la concentracion esper-
matica y del porcentaje de espermatozoides mdviles. Una concentracién elevada de
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espermatozoides en la muestra analizada interfiere en la reconstruccién de la trayec-
toria de los espermatozoides analizados, pudiendo haber cierta sobreposicion de tra-
yectorias distintas de modo que sean interpretados como una sola. (Motimer, 1997).
Sin embargo, este error, debido a esto se corrige usando un diluyente idéneo.

Entre los principales factores de los que depende el resultado final de la prueba
se han sefialado: temperatura del semen, volumen analizado, tipo de cimara utilizada,
tiempo entre la recogida y el analisis, concentracién espermatica de la muestra, dilu-
yente utilizado, patologias existentes, tipo de objetivo utilizado, iluminacion del mi-
croscopio, valores del “setup” y el area de las particulas (Verstegen et al., 2002),

SISTEMAS DE MEDICION COMPUTARIZADA DE LA MORFOLO-
GIA ESPERMATICA

La caracterizacion de las diferentes formas y dimensiones espermadticas y su re-
lacion con la fertilidad son actualmente algunos de los puntos clave en el analisis del
semen. En humanos, la morfologia espermatica es uno de los parametros que presen-
tan mayor asociacion con la tasa de fecundacion (Kruger, 1988), sin embargo, el alto
grado de subjetividad de la evaluacién morfoldgica tradicional ha mermado su poten-
cial en el pronéstico de la infertilidad (Davis y Gravance, 1994).

Este hecho ha motivado a los investigadores que desarrollaron el sistema CASA
aimplementar un nuevo sistema de analisis computarizado de la morfologia esperma-
tica denominado ASMA (Automatic Semen Morphology Analysis) o CASMA (Com-
puter Automatic Semen Morphology Analysis) como una forma para reducir la varia-
bilidad existente en el analisis espermatico (Alvares-Lled, 2003), a pesar que se ha
postulado que la morfologia posee un valor més limitado a la hora de determinar la
tasa de fecundacion (Bartoov et al., 1993). Sin embargo, estas conclusiones varian se-
gun la técnica de tincién, protocolos de preparacion de las muestras seminales y los
sistemas de clasificacion morfolégica (Menkveld et al., 1990).

La morfologia espermatica se valora mediante la determinacion de las dimen-
siones de la cabeza y de la pieza intermedia del espermatozoide, ademas de valorar su
forma. Utilizando este mddulo, las muestras previamente fijadas y tefiidas mediante
algunos colorantes de uso comercial (Hemacolor, Diff Quick o Eosina-nigrosina-
giemsa, etc.) son analizadas mediante un microscopio conectado a una video cimara y
a un computador con un software que procesa las imagenes obtenidas, calculando los
parametros métricos de la cabeza espermadtica, pieza intermedia y acrosoma, permi-
tiendo la clasificaciéon de los espermatozoides segiin su tamafno y forma (Alvarez-
Lleo, 2003).

Los parametros a cuantificar hacen referencia al tamaifio de la cabeza (area, peri-
metro, longitud y anchura) y a la forma de la cabeza, ademds de obtener la proporcion
de acrosoma que incluye la cabeza del espermatozoide; incluso, el sistema de analisis
ofrece informacion inherente a la insercion de la pieza intermedia en el nicleo, mi-
diendo la distancia y el dangulo de la insercion (Soler, 2000). Estos sistemas también
permiten clasificar los espermatozoides en categorias morfolégicas (normales/anor-
males) y proporcionar informacion sobre defectos de la cabeza, acrosoma y pieza in-
termedia.
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Mediante este sistema se han localizado sutiles diferencias entre muestras, tanto
en la especie humana como en el bovino (Rubio et al., 2007), lo cual demuestra que
dentro de una poblacion de espermatozoides normales provenientes de semen fresco
y descongelado existen distintas subpoblaciones que sugieren diferencias en cuanto a
su capacidad fecundante (Tabla 2); sin embargo, esta tltima hip6tesis necesita ser
probada. La utilizacién de los sistemas de evaluacién por computador nos permite
identificar y separar estas subpoblaciones debido a que el analisis seminal posee gran
precisioén y objetividad.

Tabla 2
Representacion porcentual de las subpoblaciones espermaticas
en funcion de la morfologia

Especie Condicion del Subpoblaciones espermadticas segtn su dimension (%)
semen
1 2 3
Mayores Medias Menores
Toro Fresco/diluido/ 52,16 39,24 8,70
Descongelado 15,51 50,45 34,04

Fuente: Rubio ez al., 2007.

LA PRUEBA DE MEDICION DEL ESTADO DE CONDENSACION Y
DISPERSION DE LA CROMATINA

La determinacion del estado de condensacion de la cromatina es un parametro
importante para la valoracion de la calidad seminal en semen conservado, ya que las
lesiones a nivel de la cromatina pueden estar induciendo fallas en la fertilizacion y un
incremento de la mortalidad embrionaria (Lopez-Fernandez et al., 2007). De esta ma-
nera, esta prueba complementada con la evaluacion de la integridad del acrosoma y de
la membrana celular en general podria generar una mejor correlacion con la capaci-
dad fecundante del eyaculado.

La prueba de Dispersion de Cromatina Espermatica (SCD, Sperm Chromatin
Dispersion test) fue desarrollada por Fernandez et al. (2003) como una nueva herra-
mienta para el analisis de la fragmentacion de la cromatina espermdtica en humanos y
en otras especies, que incluye al toro. Se basa en la capacidad de la célula espermatica
de desplegar su cromatina luego de un tratamiento desnaturalizante y litico y proyec-
tarla en un halo de dispersion llamado nucleoide, que se forma alrededor del nicleo,
luego de ser desproteinizado. Posteriormente, tras la tincién de la muestra mediante
la solucion de Wright y anélisis por microscopia de fluorescencia o de campo claro, las
células son clasificadas de manera visual o mediante un programa computarizado se-
gun su patron de dispersion, lo que viene dado segin el tamaio del halo (Figura 2).

El estado de la cromatina en los espermatozoides puede determinarse “in vitro”
en base a su susceptibilidad a la descondensacion. Esta prueba se basa en determinar
el porcentaje de espermatozoides que presentan un desarrollo normal (sin halo) debi-
do a que no presentaron la desnaturalizaciéon del DNA. Es posible que el DNA en es-
permatozoides con una estructura cromatinica anormal sea susceptible de desnatura-
lizarse “in situ” (Garcia-Macias et al., 2007). En esta técnica se utilizan materiales y
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Figura 2. Grados de fragmentacion del DNA espermatico determinado por la prueba de Dispersion de
la Cromatina (SCD) utilizando el kit Halomax®.

equipos sencillos disponibles en laboratorios de Andrologia, siendo una prueba sim-
ple; sin embargo, hasta la actualidad no se ha podido demostrar su precision, debido
al hecho que no ha demostrado ser reproducible para el analisis de fragmentacién de
DNA espermaitico (Evenson et al., 2006).
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