TECNICAS DIAGNOSTICAS

La movilidad ésperm:’itica y su relacion
con la fertilidad: presente y futuro

J. Alsina Alvarez’

RESUMEN

Se revisan brevemente las posibilidades actuales para el estudio de la movilidad espermadtica y sus implicaciones en la fertilidad,
mediante la aplicacién de sistemas computarizados para la determinacién de diversos pardmetros cinéticos espermaticos.
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INTRODUCCION

El interés que en la actualidad despiertan los factores mascu-
linos en el campo de la infertilidad, ha puesto de manifiesto que
la metodologia diagnéstica tradicional aplicada al eyaculado ya
no es suficiente. Los datos que el seminograma habitual (conta-
je, movilidad, y morfologia) ofrece para el diagndstico de infer-
tilidad son a menudo, aunque necesarios, insuficientes por si
mismos y dicho diagnéstico raramente puede establecerse con
seguridad (1,2). Entre otras razones, esto probablemente se debe
a que la microscopia dptica proporciona tan solo una medida
relativamente pobre y superficial de la movilidad y morfologia
del espermatozoide. Por otra parte, la movilidad y la morfologia
normales son solamente algunos de los criterios que debe cum-
plir el espermatozoide antes de poder fertilizar el oocito.

El andlisis basico del eyaculado suministra al clinico, entre
otros datos, una estimacién porcentual de los espermatozoides
moéviles e inméviles, asi como de los distintos grados de movi-
lidad. Esta es una caracteristica funcional de los espermatozoi-
des extremadamente importante y constituye uno de los pilares
basicos del seminograma. De hecho, el nimero de espermato-
zoides, por si mismo, tiene relativamente poco valor diagnésti-
co, ya que son los espermatozoides con movilidad progresiva
los que tienen importancia biolégica. Aunque el papel de la
movilidad espermatica para alcanzar el oocito y fertilizarlo no
ha sido adn aclarado totalmente, sin embargo hoy se estima
que el control de la movilidad, su restriccién o estimulacion, es
practicamente tanto como el control de la fertilidad.

En un eyaculado existen distintas subpoblaciones de esper-
matozoides con diferentes tipos de movilidad y formas de des-
plazamiento. Cualquier observador experimentado coincidird en
sefialar que espermatozoides con rangos de movilidad similares,
no necesariamente poseen la misma calidad de movimiento, y
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que, de alguna manera, ésta delimita una diferencia entre eyacu-
lados y entre posibilidades de fertilidad. Por lo tanto, la medida
objetiva de la movilidad espermadtica debe referirse, no sélo a la
presencia o ausencia de movilidad y su cuantificacion, sino, y
alin mas importante, a la naturaleza del movimiento.

LA COLA DEL ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide humano es una célula libre y mévil, gra-
cias a su cola. Esta, de unos 60 micras de longitud, aunque
contiene en su parte central un axonema contractil compuesto
por microtiibulos (nueve pares periféricos y un par central)
como todos los flagelos, es sin embargo mucho mas compleja
que éstos. Presenta unos elementos adicionales citoesqueléti-
cos entre los que cabe destacar unas fibras densas externas y
una vaina fibrosa, que caracterizan al flagelo del espermatozoi-
de, aunque sus funciones aiin se desconocen.

Ademis en la porcién proximal de la cola se encuentran
unas mitocondrias que, al estar dispuestas helicoidalmente,
envuelven a ésta. Dichas mitocondrias, cuyo nimero varia
segin las especies, presentan unas caracteristicas que las dife-
rencian de otras mitocondrias y que las adecuan a las necesida-
des del espermatozoide. Algunas de estas adaptaciones son la
resistencia a condiciones hipoténicas, menor absorcién del ion
Ca, capacidad para emplear el lactato como sustrato oxidativo,
etc. La forma de las mitocondrias se mantiene gracias a la rigi-
dez de su pared, y simultdneamente su disposicién helicoidal
permite una cierta flexibilidad al espermatozoide.

ALTERACIONES DE LA MOVILIDAD

La disminucién de la movilidad espermética se denomina
astenozoospermia. Normalmente las causas mds obvias y faci-
les de corregir son las debidas a una incorrecta recogida y trans-
porte, en su caso, de la muestra. Deben controlarse los recipien-
tes empleados en la recogida para evitar aquéllos que pudieran
afectar negativamente a la muestra; esto puede deberse, por
ejemplo, a detergentes con los que se haya lavado el recipiente.

También estan relacionados con la astenozoospermia los
periodos prolongados de abstinencia sexual. A menudo basta
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recoger una segunda muestra tres dias después para que, aunque
disminuya el nimero de espermatozoides, mejore la movilidad.

La fuente de energia para el movimiento del flagelo es el
ATP, aunque no parece que la deficiente generacion del ATP
en el semen constituya una afectacién frecuente o una causa
comiin de movilidad defectuosa en pacientes astenozoospérmi-
cos. En algunos casos, la inmovilidad espermdtica se produce
como consecuencia de un defecto estructural del flagelo, por
ejemplo, la ausencia de brazos de dineina, anormalidades de
los microtdbulos del axonema, o ausencia de mitocondrias. No
obstante, la causa de la mayoria de las astenozoospermias per-
manece atin poco clara, pudiendo ser consecuencia de altera-
ciones inespecificas de la espermiogénesis.

EVALUACION DE LA MOVILIDAD

La movilidad, en la mayoria de los laboratorios de Andro-
logia, se evalia de forma subjetiva, expresando en porcentajes,
los siguientes grados o cruces:

— 0, inmovil.

— 1, movimiento de cabeza o cola, sin desplazamiento.

— 2, movilidad progresiva lenta, inferior a 25 micras/seg.

— 3, movilidad progresiva rapida y rectilinea, igual o
superior a 25 micras/seg.

Con frecuencia se informan conjuntamente los grados 2 y 3
de movilidad, es decir, la movilidad progresiva, dada la dificul-
tad que representa la distincidn entre ambos grados de movili-
dad, cuando no se dispone de sistemas de andlisis objetivo.
Cuando la movilidad progresiva o 1itil (grados 2 y 3) es inferior
al 50% se considera astenozoospermia o, caso de considerarse
unicamente la movilidad grado 3, cuando es inferior al 25%.

SISTEMAS “CASA” (COMPUTER-AIDED
SPERM ANALYSIS)

ANTECEDENTES

La Andrologia actual se plantea un importante reto tratando
de perfeccionar la analitica que se efectda normalmente en los
laboratorios, a través de unos pardmetros objetivos que permitan
evitar las variaciones a las que estd sometido el método micros-
c6pico manual para el estudio de la movilidad, y la imposibilidad
de estudiar las caracteristicas detalladas del tipo de movimiento,
ya que la mera determinacién del porcentaje de espermatozoides
moviles no indica nada sobre la calidad del movimiento. De esta
manera se podrdn comparar los resultados obtenidos en diversos
laboratorios, realizar estudios multicéntricos, etc.

En un principio, para estudiar la movilidad se emplearon
métodos basados en la dispersién de la luz ultravioleta y el
laser, pero naturalmente estos métodos no proporcionaban
datos sobre los diferentes componentes del movimiento del
espermatozoide. Se empled un enfoque basado en la turbidime-
tria, en el que los espermatozoides nadan hacia arriba desde
una suspensién concentrada en el fondo de una cubeta dptica
hasta una capa superior de medio de incubacidén. La ascension
de los espermatozoides ocasiona un incremento progresivo en
la turbidez del medio, que se puede medir como un aumento de
la absorbancia.
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Este es un método objetivo que proporciona una medida
cuantitativa de la movilidad espermdtica, pero no datos sobre
las caracteristicas del movimiento del espermatozoide.

Se trat6 de resolver este desafio mediante el empleo de
fotografias de exposicién muiltiple. Esta técnica se basaba en la
realizacién de fotografias con un tiempo de exposicion de 1
segundo, empleando un estroboscopio de seis ranuras que,
colocado entre la fuente de luz y la cdmara, giraba a una velo-
cidad de una vuelta por segundo. Asi en el caso de un esperma-
tozoide inmdvil solo se observa una imagen, mientras que un
espermatozoide que se desplaza presenta seis iméagenes, mas o
menos separadas entre si de acuerdo con su velocidad de des-
plazamiento. Este sistema presentaba el inconveniente de su
lentitud y laboriosidad al precisar el revelado de las fotografias
y el estudio individualizado de las trayectorias.

Hoy la existencia de ordenadores, de coste relativamente
bajo y de gran capacidad de proceso de informacién, abre unas
posibilidades en el examen de semen, que hasta hace pocos
afios eran casi inimaginables. As{ hay disponibles en el merca-
do varios sistemas automdticos computerizados que han pro-
porcionado un instrumento nuevo capaz de identificar y seguir
espermatozoides y posteriormente calcular sus pardmetros
cinéticos. Estos sistemas, conocidos genéricamente como siste-
mas CASA (computer-aided sperm analysis), que combinan la
videomicrografia con la captura de imédgenes digitales y su
procesamiento por ordenador, han revolucionado la capacidad
para examinar la cinética del espermatozoide.

MECANISMO DE FUNCIONAMIENTO

Los sistemas existentes (Hamilton Thorn, Cell Soft, Sperm
Photolux, etc), tienen todos ellos fundamentos similares. La
configuracién del sistema estd integrada por: microscopio,
video, ordenador y monitor. Una vez que, a través del micros-
copio, el video adquiere una serie de imagenes sucesivas
durante espacios de tiempo constantes, éstas son transmitidas
al ordenador, donde se digitalizan y se analizan, pudiendo
visualizarse por el monitor las diferentes imagenes (figura 1).

Para estudiar adecuadamente la movilidad de una poblacién
de espermatozoides es necesario poder medir de forma precisa
las caracteristicas del movimiento de los espermatozoides indi-

Figura 1. Visualizacién en el monitor de un campo en el que
se observan diferentes trayectorias marcadas.
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viduales. Ya que hay que trabajar con una cantidad estadistica-
mente significativa de espermatozoides la medicién ha de ser
rapida, y por tanto sencilla. El método mdas simple para analizar
la movilidad espermatica es establecer la posicion de la cabeza
en cada momento y reconstruir su trayectoria.

Las imdgenes digitalizadas se procesan mediante una serie
de algoritmos de substraccién, que primero eliminan los obje-
tos estaticos (detritus, espermatozoides inmdviles, células ger-
minales y leucocitos) y a continuacién examinan los objetos
mdviles a fin de comprobar que presentan las caracteristicas de
una tipica cabeza de espermatozoide. A continuacion se com-
putan, en la poblacién mévil, la luminosidad y el tamafio
medio de la cabeza y se comparan con los objetos estéticos al
objeto de distinguir los espermatozoides inméviles de los detri-
tus. De esta manera se pueden determinar el nimero de esper-
matozoides y la movilidad, asi como las caracteristicas cinéti-
cas de las células méviles. Para disminuir en lo posible los
errores los programas mas modernos tratan de buscar la cola
en las estructuras que, por sus dimensiones y luminosidad,
podrian ser cabezas de espermatozoides (5).

Sin embargo, la deduccién del patrén de movimiento a par-
tir del desplazamiento de la cabeza no proporciona una descrip-
cién tan precisa como el andlisis del patrén de batida flagelar.
Ahora bien, desde el punto de vista técnico, es mucho mis difi-
cil el estudio del movimiento del flagelo y, por otro lado, ain
no se ha alcanzado un acuerdo sobre cuales son los pardmetros
flagelares que proporcionan una informacién mdas valiosa.

La calidad de las medidas depende de la optimizacién de los
sistemas utilizados, considerando factores como la iluminacién
del sistema, el aumento del sistema 6ptico, la temperatura de la
cdmara, el nimero de campos analizados, el nimero de image-
nes y la velocidad de adquisicion de las mismas. Los sistemas
CASA normalmente toman 20-30 imédgenes de video con una
cadencia de 25-30 imdgenes por segundo (el formato europeo
PAL recoge las imagenes a 25 Hz, mientras que el formato esta-
dounidense NTSC funciona a 30 Hz). En general, cuanto mas
rapida sea la cadencia mds exacta sera la informacién suminis-
trada, estimiandose que a partir de 20 imagenes por segundo los
valores suministrados por el instrumento son fiables.

PARAMETROS CINETICOS

Los espermatozoides describen unas trayectorias suscepti-
bles de ser descritas mediante su amplitud (el desplazamiento
lateral de la cabeza), la frecuencia (nimero de veces que la
cabeza espermadtica cruza la trayectoria) y la velocidad. Esta
tiltima puede ser definida de acuerdo con la distancia total que
recorre la cabeza, la distancia en Jinea recta entre el principio y
el fin de la trayectoria y la linealidad.

Segiin esto los principales pardmetros cinéticos que definen
las caracteristicas de la movilidad espermdtica son los siguientes:

— Velocidad Curvilinea (VCL); se obtiene sumando las
distancias recorridas por la cabeza en cada imagen digitalizada
y dividiéndola por el tiempo de adquisicién. Se expresa en
micras/seg. Viene a ser la proyeccién bidimensional del trayec-
to tridimensional del espermatozoide (figura 2).

— Velocidad Progresiva (VSL); velocidad de progresion
en linea recta desde el inicio hasta el punto final de la trayecto-
ria. Se expresa en micras/seg. En caso de espermatozoides con

Figura 2. Trayectoria de un espermatozoide en la que se
representan la Velocidad Curvilinea (VCL); la
Velocidad Progresiva (VSL); y la Velocidad de Tra-

" yecto Medio (VAP).

movimiento circular puede ser muy baja aunque la VCL sea
alta. Asi como la velocidad curvilinea lI6gicamente se mide
tanto mejor cuanto mas alta sea la cadencia de muestreo, la
velocidad progresiva, con s6lo dos imdgenes (principio y final
de trayecto) queda fielmente reflejada (figura 3).
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Figura 3. Representacién de la Velocidad Progresiva y su
media en el monitor.

— Indice de Linealidad (IL); razén entre la VSL y la VCL.
Se expresa en porcentaje e indica el grado en que el movimien-
to espermatico se aproxima a la linea recta.

— Velocidad de Trayecto Medio (VAP); es la velocidad a
lo largo de la trayectoria del espermatozoide calculada median-
te un algoritmo de 5 puntos. Se expresa en micras/seg.

— Desplazamiento Lateral de la Cabeza (LHD); amplitud
de las oscilaciones de la cabeza del espermatozoide con res-
pecto al eje de progresién. Se mide en micras. El LHD, asi
como la BCF, parece ser relativamente independiente de los
demds pardmetros, por lo que puede aportar al seminograma
clasico informacién de un tipo totalmente diferente a la que
hasta ahora se disponia (figura 4).

— Frecuencia de Batido (BCF); niimero de veces por uni-
dad de tiempo que la trayectoria curvilinea cruza el trayecto
medio. Deriva de la verdadera frecuencia de batido y de la fre-
cuencia de rotacién de la cabeza.

Ahora bien, para poder definir los limites de normalidad de
los pardmetros cinéticos espermaticos en relacién con resulta-
dos de fertilidad, es necesario tenér en cuenta que el patrén de
movimiento del espermatozoide es diferente en cada situacion,
asi cuando los espermatozoides nadan libremente en un medio
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Figura 4. Visualizacion del Desplazamiento Lateral de la
Cabeza y su media.

fluido, la manera mds eficaz de maximizar la velocidad de nata-
cién es mostrar una alta frecuencia y baja amplitud de batidas
del flagelo. Este tipo de movilidad es el que muestran probable-
mente los espermatozoides en su ascenso por el tracto genital
femenino (tabla 1). Sin embargo, cuando alcanzan el lugar de

Tabla 1. Valores que corresponden a una movilidad normal
en el semen en fresco, y empleando como autoanali-
zador el Hamilton Thorn

Espermatozoides rapidos (VSL > 30 um/sg). .............. > 30%
Espermatozoides moderados (VSL = 10-30 pm/sg.) ... >20%
Movilidad (espermatozoides con VSL > 10 pum/sg.) ... > 50%
Velocidad Curvilinea media) .........c.ooooveovecirerieennnn, >35 um/sg.
Velocidad Progresiva media..........c.oovocvvvoveeeeeen, >30 pm/sg.
Media del Indice de Linealidad...............ooo...voooreeeeneee.. > 80%
Mediadel WHD .. e iy 2-4m

fertilizacion, ya en estado de capacitacién, el espermatozoide
no necesita esa velocidad de progresién y aumenta la amplitud
de la onda flagelar como forma de generacién de fuerzas de
penetracion en el ovocito, con lo que baja la movilidad progre-
siva y se incrementa el LHD. A este dltimo pardmetro se le atri-
buye una importancia particular por reflejar la potencia de bati-
do del flagelo y por tanto la fuerza propulsora del gameto (1).

Diversos estudios han evidenciado que ciertos patrones de
movilidad pueden estar relacionados con la fertilidad (4.5). En
ellos se demuestra que un bajo valor medio de desplazamiento
lateral de la cabeza, linealidad y velocidad progresiva estdn
relacionados con fallos de fertilizacién “in vitro”. Por otra
parte, mientras que la media de velocidad del total de esperma-
tozoides méviles puede correlacionarse positivamente con la
fertilidad, la media de velocidad rectilinea de los espermato-
zoides, cuando es demasiado alta, puede ser negativamente
correlacionada con la fertilidad. J

En estudios realizados con semen de donante (1.6), caso en
el cual es posible estudiar el eyaculado que produce o no la
fecundacion, se ha observado que los. criterios convencionales
de calidad del semen son poco itiles para discriminar entre
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semen fértil y no fértil. Los parimetros cinéticos del esperma-
tozoide fueron mucho mds adecuados ya que permitieron anti-
cipar el éxito de la fecundacién del 72% de los eyaculados,
siendo el LHD la variable mds qitil.

"Por tanto los datos de que se dispone indican claramente
que existe una relacion entre las caracteristicas de movilidad de
los espermatozoides y su competencia funcional. Sin embargo,
existe probablemente un rango éptimo de valores para los pard-
metros cinéticos, ya que, en mérgenes demasiado bajos o dema-
siado altos, existe una correlacién negativa con la fertilidad.

VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LOS SISTEMAS CASA
VENTAJAS

En primer lugar es importante destacar que se ha demostra-
do que el valor clinico de la informacién aportada por los siste-
mas CASA es, al menos, equivalente a la obtenida mediante
los andlisis cldsicos (3,7), pero ademds permiten una mds ficil
estandarizacién, y por tanto un mejor control de calidad y la
posibilidad de efectuar comparaciones entre diferentes labora-
torios, siempre y cuando l6gicamente también se estandaricen
las condiciones en que se manejan estos instrumentos.

Asimismo son capaces de analizar en poco tiempo muchas
células eliminando simultineamente la subjetividad del perso-
nal de laboratorio (figura 5). La computerizacién permite
medir pardmetros cinéticos muy dificilmente cuantificables
con técnicas manuales, y ademds, aunque todavia con bastante
esfuerzo, puede efectuarse el estudio de subpoblaciones esper-
miticas dentro de una misma muestra, seleccionando las tra-
yectorias de espermatozoides concretos (figura 6).

Es posible incluso que en el futuro, con la informacién que
se va recogiendo sobre la relacién entre la morfometria, la
movilidad y la competencia funcional de los espermatozoides,
sea factible el desarrollo de ecuaciones de regresién muiltiple
que puedan incorporarse a estos sistemas, proporcionando asi,
junto con los datos objetivos, un pron6stico sobre la probable
fertilidad o no del paciente. Esto naturalmente requiere unas
condiciones de andlisis estrictamente definidas y controladas,
lo que siempre es mds facil de conseguir con un sistema auto-
mitico.

hlﬂmllﬂlu

Figura 5. Informacion suministrada por un sistema CASA.
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Figura 6. Travectoria de un espermatozoide seleccionado
para su estudio particular.

INCONVENIENTES

Es muy importante subrayar que, si bien proporcionan
informacion a la que cada vez se atribuye mds valor, atin son
sistemas que requieren un personal especialmente cualificado y
consciente de sus actuales limitaciones, pues de otra forma, por
empleo inadecuado, incorrecta configuracién del sistema, etc,
pueden suministrar resultados que con facilidad inducen a
error.

A fin de obtener los mejores resultados las muestras han
de mantenerse dentro de un rango éptimo, que varia segin
los distintos sistemas, pero que viene a encontrarse entre
20 y 100 millones de espermatozoides por ml. Si hay dema-
siados pocos espermatozoides el estudio de las trayectorias
es poco significativo ya que los detritus y particulas no
espermaticas tienen un valor proporcionalmente mayor; asi
en la prictica, por debajo de 20 millones los resultados de
los sistemas CASA tienden a ser mayores que la concentra-
cion real. Si por el contrario hay demasiados espermatozoi-
des se presentan errores, tanto en el nimero como en el
movimiento de las células debido al entrecruce de diferen-
tes trayectorias. Hay una posible alteracién de las estima-
ciones de movilidad cuando se incrementa el nimero de
espermatozoides ya que se producen colisiones que deso-
rientan al sistema y ademds hay una movilidad pasiva debi-
da a los choques de los espermatozoides mdéviles con los
inmoéviles, con el desplazamiento consiguiente. Por tanto,
es precisamente en los rangos anormales donde los siste-
mas CASA encuentran mds dificultades para su correcto
funcionamiento.

Por otro lado, dado que los espermatozoides se identifican
mediante el tamano y luminosidad de la cabeza, no es dificil
que otras particulas existentes en el eyaculado sean contabili-
zadas como gametos, aunque ya los programas mads modernos
incluyen la existencia o no de cola en su algoritmo de identifi-
cacion,

Finalmente cabe destacar que, hoy por hoy, ain consti-
tuyen un aparataje de precio relativamente elevado, dificil
de justificar en laboratorios no especializados en este
campo.

CONCLUSION

Se acepta generalmente que los criterios descriptivos de la
calidad del semen e incluso los tests funcionales, constituyen
solamente una guia para el estudio de las parejas con proble-
mas de esterilidad y, cuando los resultados no entran en el
rango de la normalidad, no implican necesariamente un diag-
nostico de esterilidad. De la misma manera, unos datos de
laboratorio normales no permiten asegurar la fertilidad.

De hecho y dado que la esterilidad masculina no constituye
una patologia concreta, sino un conjunto de afecciones muy
dispares, es posible que nunca se llegue a disponer de un anali-
sis o test funcional que indigue con seguridad si un varén es
fértil o no, teniendo ademds en cuenta que, en todo caso, es la
pareja la unidad reproductora v siempre han de considerarse
posibles cuadros clinicos, o subclinicos, femeninos que dismi-
nuyan el potencial reproductor de la pareja.

Aunque los parametros cinéticos espermiticos estin significati-
vamente relacionados con aspectos clinicos de la fertilidad. atin no
se ha demostrado de forma absoluta su importancia diagndstica,
quizds por insuficiencias en el disefio de los estudios, como pudiera
ser patologias femeninas concurrentes, variabilidad inter-eyacula-
dos, etc, sin olvidar las dificultades que atin presenta el estudio del
semen con la actual tecnologia de los sistemas CASA (8).

A pesar de esto no cabe duda de que la actual capacidad de
medir y cuantificar las caracteristicas del movimiento del
espermatozoide mediante el empleo de ordenadores, representa
uno de los mayores avances de la Andrologia en los iltimos
anos. De esta forma, gracias a los sistemas computerizados
para el andlisis de imdgenes, instrumentos que, probablemente,
en el futuro incrementen notablemente su importancia a medi-
da que se vaya logrando la uniformizacién de sus condiciones
de empleo, y continien mejorando las tecnologias de ordena-
dores y videos, aumentarin nuestros conocimientos sobre la
movilidad espermadtica, lo que a su vez sugerird nuevos enfo-
ques para el control de la movilidad, para estimularla en casos
de infertilidad o para facilitar el control de la natalidad.
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