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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la movilidad espermati-
ca humana, mediante el programa Image J, usando el com-
plemento Manual Tracking. Se realizé un estudio piloto, con
el fin de determinar el desplazamiento espermaética en seis
muestras de semen, a través del sistema propuesto y el ana-
lisis convencional manual, ejecutado por un técnico experto.
El anélisis, mediante el software libre, cuantifica el desplaza-
miento de los espermatozoides, con resultados similares a
los obtenidos por el anélisis convencional. Adicionalmente,
permite cuantificar la velocidad espermética promedio, la ve-
locidad espermaética lineal hacia delante y la linealidad media
que, por medio del andlisis cualitativo, no es posible. Esta
es una primera aproximacion para la evaluacién cuantitativa
de la movilidad espermética, aplicando un programa de uso
libre, el cual, permitird, en el futuro, desarrollar un sistema de
andlisis cuantitativo para la movilidad espermética, generan-
do mayor informacién para un mejor anélisis clinico.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate human sperm motility
using the Image J program and the Manual Tracking pluging.
A pilot study in order to assess motility in six semen samples
by the proposed system and conventional analysis was
performed. The results using the Imag J software to quantify
the movement of sperm are similar to the results obtained by
conventional analysis by an expert technician. Furthermore,
using the software it was possible to calculate curvilinear
velocity, straight-line velocity and linearity. This is a first
approach to the quantitative assessment of sperm motility
with an open source software which will allow in the future

to develop a quantitative analysis system for sperm motility,
generating more information for better clinical analysis.
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INTRODUCCION

Los espermatozoides fueron observadas por primera vez
hace casi 350 anos y son células altamente especializadas,
que cumplen funciones celulares, como morfogénesis, mi-
graciéon e interaccién celular. Cada dia, més articulos son
publicados acerca de estas células (Cardona Maya, 2011),
intentando determinar, entre otros parametros, la calidad y
el tipo de desplazamiento.

El anélisis seminal es, hasta la fecha, la Gnica prueba de la-
boratorio que permite valorar la capacidad fértil de un hom-
bre (De los Rios et al. 2004) y, para ello, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) publica, peri6dicamente, el Ma-
nual para el Anélisis Seminal Humano (Cardona Maya, 2010;
WHO, 1999; 2010), para poder estandarizar esta evaluacion;
sin embargdo, la evaluacién de los pardmetros seminales y,
en especial la movilidad espermaética, sigue siendo un pro-
cedimiento realizado manualmente por parte de un experto,
a pesar de la inclusién de los sistemas automaéticos para el
andlisis seminal, asistido por computador CASA, en 1985
(Lu et al. 2013), los cuales, ofrecen alta precisién en el ana-
lisis de los pardmetros espermaticos, repetitividad en las de-
terminacion de las variables y mayor rapidez en los andlisis,
pero con alto costo (Pascual-Gaspar et al. 2008; Soler et al.
2003).

Los sistemas computarizados surgieron, como una pro-
puesta, para realizar una evaluacién cuantitativa de los pa-
rémetros seminales (Roa Guerrero et al. 2012). A pesar de
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la importancia y las ventajas de la medicién de los pardme-
tros seminales cuantitativos (Munuce et al. 2006), continGa
siendo realizada de forma manual. En el caso particular de la
movilidad espermética, segun los criterios establecidos por
la OMS (WHO, 1999; 2010), el técnico experto lleva a cabo
una inspeccién visual de al menos 200 espermatozoides
en diferentes campos visuales, de la imagen microscépica
(WHO, 1999; 2010).

Si bien, el grupo del profesor Ozcan (Su et al. 2012; Cardo-
na-Maya, 2013), recientemente publicé un impresionante es-
tudio, en el cual, se evalué la movilidad espermaética en tres
dimensiones, realizar el andlisis de la movilidad espermética
de manera cuantitativa, usando un programa informético de
uso libre y, por lo tanto, muy econémica, debido a que se
obtendréan resultados mas precisos sobre el desplazamiento
de los espermatozoides.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la movilidad es-
permética humana, mediante el programa Image J, usando
el complemento Manual Tracking.

MATERIALES Y METODOS

Image J y plugin Manual Tacking: El programa Image J
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) es de descarga libre. El comple-
mento usado fue desarrollado por el profesor Fabrice P. Cor-
delieres (http://rsbweb.nih.gov/ij/plugins/track/track.html) el
cual es usa para determinar el desplazamiento celular aun-
que es la primera vez que se aplica para valorar la movilidad
espermética.

Muestras de semen: Se evaluaron seis muestras semina-
les de cuatro voluntarios sanos. Dos de las muestras fueron
recuperadas, mediante un gradiente de centrifugacion, con
el fin de obtener los espermatozoides con mayor movilidad,
siguiendo los protocolos previamente estandarizados en el
grupo (Cardona-Maya et al. 2009; 2011). Las movilidades
para cada muestra fueron evaluadas, usando el procedi-
miento propuesto por la OMS, por un técnico entrenado
(WHO, 1999; 2010).

Adquisicién de iméagenes: Para la captura del video, se dis-
puso de un microscopio de luz (Eclipse-Nikon), con objetivo
de 40x y un ocular de 10x, para un aumento final de 400 ve-
ces; la cdmara digital Nikon digital sight DS-Fil fue emplea-
da para la adquisicién de seis videos, de dos segundos, para
cada muestra. Para llevar a cabo la validacién de la distan-
cia, se utilizaron las dimensiones de una cdmara de Makler y
las cuadriculas estandarizadas, evaluando la distancia entre
dos vértices, la cual, es igual a 100mm (Cardona-Maya et al.
2008).

Procesamiento de los videos: Los videos fueron cargados
en el software libre Image J (File/Open); posteriormente, se
crearon las cuadriculas (Plugin/Analyze/Grid) y, en area por
punto, se cambia por -6000-, para que queden los 12 cua-
dros.

Aleatorizaciéon: Con el fin de realizar un andlisis aleatorio de
los campos que se pretenden analizar, 6 de los 12 campos
fueron seleccionados, usando la funcién de aleatorizar en
Excell, Office® (= ALEATORIO.ENTRE (1,12)), en el que se
seleccionaron 9 campos, por si alguno de los primeros se
repetia. En este caso en particular, el orden de los campos
fue 1, 5, 10, 11, 2, 8 y los opcionales fueron 6, 4 y 9.

Después de realizar el andlisis, anteriormente descrito para
cada célula, se determind: la velocidad espermética prome-
dio (VCL, mm/seg), velocidad espermética lineal hacia delante
(VSL, mm/seg) y la linealidad media (LIN: VSL/VCL), usando
los célculos respectivos en Excel, basados en los datos que
arroja el programa Image J, con el complemento Manual
Tracking, que permite calcular la distancia recorrida de cada
espermatozoide, basados en las coordenadas (X y Y) iniciales
(i) y finales (f) obtenidas, de la siguiente manera:

JOXEXTY + (YE - YiY’

Anadlisis estadistico: Se realiz6 andlisis descriptivo de cada
una de las variables de movilidad. Con el fin de comparar am-
bas metodologias, se practicé una prueba de t de Student y
una correlaciéon de Pearson, aplicando el software GraphPad
Prism 5.0®. Finalmente, la diferencia entre el método ma-
nual y el método propuesto, en este estudio, permiti6 valorar
la variabilidad entre los métodos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo, se muestran resultados similares en la va-
loraciéon de la movilidad espermética, mediante el sistema
propuesto y el método de anélisis seminal manual, por parte
de un técnico experto, siguiendo los lineamientos estableci-
dos por OMS, en su manual de 2010 (WHO, 2010). Se efec-
tuaron comparaciones para cada una de las movilidades en
porcentaje (Figura 1), evaluaciones de los tipos de velocidad
y linealidades (Figura 2), ademas de la correlacién y el ana-
lisis de la razén de los dos métodos usados, para evaluar la
movilidad espermética (Figura 3), con resultados similares.

Adicionalmente, como se observa en la figura 2, las muestras
de semen recuperada 1y 2, incrementan los valores de VCL
y VSL respecto a la muestra inicial 1 y 2, respectivamente.

En este trabajo, se logr6 demostrar que es posible evaluar
la trayectoria de un espermatozoide humano, utilizando un
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Figura 1. Movilidad espermética en porcentaje, mediante el
sistema computarizado (cuadro oscuro) y la metodologia
manual (circulo abierto), realizada por un técnico experto.
No se observaron diferencias estadisticas entre los grupos.
Resultados en porcentaje para cada tipo de movilidad es-
permética: espermatozoides moviles (movilidad tipo I), es-
permatozoides moviles no progresivos (movilidad tipo II) y
espermatozoides inmoviles (movilidad tipo Ill), para las 6
muestras de semen analizadas.
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Figura 2. Velocidad movilidad tipo 1. Velocidad espermética
promedio (VCL), velocidad espermética lineal hacia delante
(VSL) y linealidad media (LIN) de los espermatozoides en la
muestra inicial, de las 4 muestras y en la seleccionada —es-
permatozoides méviles- de las dos primeras. La deviaciéon
evidencia la variabilidad en la muestra.
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Figura 3. Correlacion y andlisis de la diferencia de los dos
métodos usados para evaluar la movilidad espermética. A.
Correlacién (Pearson 0.924, p < 0.0001), entre la evaluacién
de la movilidad tipo I, Il y lll, mediante el sistema propuesto y
un técnico experto (método manual). B. La diferencia entre
los métodos manual y computarizado para cada tipo de mo-
vilidad: tipo I (circulo oscuro), tipo Il (cuadro oscuro) y tipo
[l (triangulo oscuro), una media e intervalo de confianza, al
95% de 0,99 (0,8-1-2), 2,93 (-0,1-5.97), y 0,84 (0,16-1,52),
respectivamente.
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microscépico de luz y un programa informéatico de uso libre.
Adicionalmente, el incremento de VCL y VSL en las muestras
recuperadas era de esperar, debido a que los procedimientos
de seleccién espermética permiten mejorar la calidad semi-
nal (Figura 2).

Desde comienzos de 1940, algunas académicos han repor-
tado la necesidad de datos objetivos, con pocos sesgos de
la movilidad de los espermatozoides (Amann & Katz, 2004).
Los sistemas CASA ofrecen multiples ventajas a la hora de
realizar la evaluacién de la movilidad, la viabilidad y la mor-
fologia espermética (Lu et al. 2013); sin embargo, su distri-
bucién en paises en via de desarrollo, como Colombia, son
pocos los centros que pueden tener el equipo y el personal
entrenado para manejarlo, por lo tanto, utilizar aproximacio-
nes metodolégicas, como la planteada en este articulo, to-
man gran importancia a la hora de cuantificar la movilidad
espermética.

De manera similar a lo que ocurre usando el sistema CASA
(Lu et al. 2013), aplicando la metodologia propuesta en este
articulo, se puede evaluar el efecto de sustancias téxicas so-
bre los espermatozoides, la relacién de los pardmetros con
los procesos de fertilizacién in vitro, el efecto de algunas mo-
léculas sobre la capacitacién espermética y el efecto de la
congelacién sobre la movilidad espermaética.

En conclusién, esta es la primera aproximacién, en Colom-
bia, que permite evaluar la posibilidad para realizar un anéli-
sis de la movilidad espermética, sin necesidad de adquirir un
sistema CASA. En el futuro cercano, se desea poder aplicar
esta misma aproximacion, pero usando una captura de cada
espermatozoide automatizada.
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