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1. Introduccion

El objetivo de la realizacién de un ana-
lisis espermatico en cerdos, consiste en
tratar de estimar el nivel de fertilidad de
la muestra analizada. Historicamente, se
han tratado de definir criterios de corte
para determinar qué semen podia ser
considerado fértil y cual no. Y no solo
€s0, sino que se pretende hacer un cal-
culo de cuantas dosis de inseminacion se
pueden realizar a partir de dicha muestra.
Sin embargo, la realidad no es tan simple
y se ha puesto de manifiesto la necesidad

de considerar varios parametros de la for-
ma mas interrelacionada posible, siendo
la concentracion, la movilidad y la mor-
fologia los mas cominmente aceptados.

Cuando se realiza un analisis seminal de
forma subjetiva es muy dificil conseguir
un minimo de fiabilidad y repetitividad en
las valoraciones realizadas. De hecho,
en los analisis de semen humano, en los
que mas se ha trabajado la evaluacion de
dichos andlisis, se ha observado que el
coeficiente de variacion asociado a dife-
rentes medidas, hechas por un mismo
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especialista, es del orden del 20%. La
forma tradicional de superar este factor
ha sido incrementar el nimero de esper-
matozoides por dosis, como un “factor de
seguridad”. Sin embargo, esa préactica se
puede calificar como de poco profesional
y la repercusion directa que tiene es la
baja productividad por reproductor.

La alternativa de que se dispone es el ana-
lisis computacional de semen, usando los
sistemas de Andlisis de Semen Asistido
por Computadora (CASA, por sus siglas
en inglés de “Computer-Assisted Semen
Analysis”). Debido a que estos sistemas
han tenido un precio relativamente alto y
que no han sido disefiados para el analisis
de rutina o de la produccién. Su uso se
ha limitado a centros de investigacion o
clinicas de reproduccion asistida, para los
cuales la bateria de informacién que estos
sistemas aportan resulta de mayor interés.

El presente articulo pretende aportar infor-
macion sobre el desarrollo de una nueva
generacidn de sistemas disefiados, espe-
cialmente, en el contexto del célculo auto-
matico de dosis de inseminacion. Sin em-
bargo, es necesario hacer un repaso de
las caracteristicas genéricas que definen a
los sistemas CASA para comprender me-
jor lo que ha supuesto el desarrollo de un
sistema de analisis seminal.

2. Historia de los
sistemas CASA

Los sistemas CASA aparecieron en el am-
bito del desarrollo de las técnicas de ana-
lisis de imagen asistida por computadora,
en la década de los afios 70. Las primeras
aproximaciones al estudio cinético de los
espermatozoides, se basaron en técni-
cas estroboscopicas de iluminacion, que
dejaban un rastro del movimiento celular
en una pelicula fotografica. Pese a ser un
proceso muy laborioso y practicamente
manual, abrid las puertas conceptuales
a los primeros sistemas auténticamente
computarizados, que aun fueron semiau-
tomaticos, aparecidos a finales de dicha
década. Estos sistemas utilizaban tabletas
graficas, en las que se indicaba la posicion
de la célula a lo largo de su trayectoria.
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En los afios 80 comenzo6 el desarrollo de
sistemas completamente automaticos
para el analisis cinético. El pionero, al
menos en importancia, fue el Hamilton
Thorne. A este sistema le siguieron otros
y, posteriormente, se generalizo la am-
pliacion del campo de estudio a la mor-
fologia espermatica, en la década de los
90; no obstante, alin no se ha extendido
su uso, por la complejidad del anélisis
morfométrico.

3. Caracteristicas
genéricas de

los sistemas
computarizados CASA

Los sistemas automatizados actuales
sustituyen el sistema perceptivo y de
analisis de un observador por uno elec-
trénico de captura y un programa in-
formatico (software) especifico para el
analisis computacional de la informacion,
por lo que es necesario hacer algunas
consideraciones a ambos aspectos, los
referentes al equipo (hardware) y a los
programas informaticos (software).

La correcta visualizacién de los esperma-
tozoides de verraco implica el uso de un
microscopio y la técnica del contraste de
fase negativo, que permiten observar los
espermatozoides blancos sobre un fondo
oscuro. Con esta técnica, la cabeza de
los espermatozoides permanece visible,
independientemente de su movimiento,
ya que con el uso de un contraste de fase
positivo (el mas comun en la mayoria de
las marcas comerciales de microscopia),
las células aparecen y desaparecen en
funcién del angulo con que se proyecten
sobre la imagen. Ademas, su uso permite
la visualizacién de las colas, lo que faci-
lita la identificacion de lo que realmente
son espermatozoides, diferenciandolos
asi de las posibles particulas del fondo.

Un elemento ligado al microscopio es
el sistema de calefaccion del mismo, ya
que la movilidad espermética en algunas
especies; como por ejemplo porcino; es
muy sensible a la temperatura, requirien-
do un ambiente a una temperatura entre
37-38°C, para que sus células se mue-
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van adecuadamente. Algunas de estas
platinas son placas que se superponen a
la propia platina del microscopio, lo que
provoca una distribucién no uniforme de
la temperatura, que puede ocasionar gra-
dientes en el movimiento espermatico.

El siguiente componente es la camara y
son dos los parametros basicos a tener
en cuenta: la resolucién y la frecuencia
de captura. Ello hace que no se adapte
o funcione a cualquier tipo de cdmara y
que sea preciso disponer de una que no
solo tenga buena resolucién, sino que
asegure una frecuencia de captura cons-
tante y de alta velocidad. En cuanto a la
resolucion, lo recomendable es que no
sea inferior a 768 x 576. Con respecto
a la frecuencia de captura, cabe sefialar
que es un parametro que va a modificar
sensiblemente alguno de los parametros
cinéticos, que se van a calcular para la
determinacién de la velocidad del movi-
miento espermatico. En particular, uno de
dichos parametros, la VCL (ver mas ade-
lante) se incrementa sensiblemente con
el aumento de la frecuencia de captura,
acercandose cada vez mas a su valor
real. Por ello, es recomendable no usar
frecuencias inferiores a 60 imagenes por
segundo, analizando no menos de dos
segundos por analisis.

Los Ultimos componentes del equipo a
considerar son la computadora y el pro-
grama informatico. Las caracteristicas
de la computadora pueden ser: 1GB
DDR2/250GB disco duro (hard drive),
DVD-RW. Algunos de los equipos dispo-
nibles no son capaces de funcionar con
los diversos sistemas operativos que han
ido apareciendo en el mercado, mientras
que otros son mas versatiles y pueden
operar no solo con los sistemas referen-
tes a Windows®, sino también a Macin-
tosh® o Linux®.

El programa informatico se tiene como
principal recurso. Pueden encontrarse
grandes variaciones entre los diferentes
sistemas, ya que cada uno toma como
base una aproximacion diferente en el di-
sefio de la programacion necesaria para
el analisis; no obstante, todos parten del

LA SOYA S.A.
A\

Division de Concentrados. Tel. (606) 2282-7331




. (Vi
ol sector agropecuario
.

N° 80 - 2017

conjunto comun de las técnicas de ana-
lisis de imagen. Los aspectos a evaluar
son, basicamente, la movilidad, la con-
centracion y la morfologia, los cuales se
trataran independientemente para poder
comprender como se valoran y cuales
son sus limites.

3.1. Mediciones
a) Movilidad

Se fundamenta en la localizacion de las
cabezas como puntos diferenciados del
fondo, gracias a sus caracteristicas de
luminosidad diferencial. Una vez iden-
tificadas las cabezas y por distintos
algoritmos de calculo, se procede a la
definicion matematica de la trayectoria
seguida por la célula, en las diferentes
imégenes analizadas por la unién de los
puntos correspondientes al centroide de
la cabeza.

Con esas trayectorias se calculan, tradi-
cionalmente, una serie de parametros,
tal y como se expresa en la Figura 1, en
la que la linea de trayectoria correspon-
diente a la VCL (Velocidad Curvilinea;
um/s), se calcula mediante la union de
las coordenadas del centroide del es-
permatozoide en cada una de las ima-
genes analizadas. La trayectoria que
se refiere a la VSL (Velocidad Lineal;
pm/s) une el primer y el Gltimo punto del
desplazamiento referido a la velocidad
curvilinea, indicando el desplazamiento
neto de la célula en el tiempo conside-
rado y, finalmente, la que corresponde a
la VAP (Velocidad Media; um/s), que se
calcula como una interpolacién entre los
puntos correspondientes a la VCL, en
un intento de mejorar la aproximacion al
desplazamiento real de la célula. Apar-
tir de estas tres mediciones, se calculan
tres indices, en porcentaje, la linearidad
(LIN=VSL/VCL), la rectitud (STR=VSL/
VAP) vy la oscilacion (WOB=VAP/VCL)
de las trayectorias, con lo que queda
caracterizada la calidad del movimiento
espermatico. Ademas, se aporta la BCF
(Frecuencia de Batida de la Cola, Hz)
expresada como numero de veces que
la trayectoria curvilinea cruza la lineal
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Trayectoria curvilinea

Figura 1. Parametros cinéticos medidos por los sistemas CASA. La linea curva indica un desplaza-
miento neto estimado a través de la trayectoria de la célula.

Adaptado: Amann y Waberski, 2014.

y la ALH (Desplazamiento Lateral de la
Cabeza, um), como la altura maxima (o
media) de la amplitud del movimiento
oscilatorio curvilinea.

b) Concentracion

La valoracién de la concentracion puede
realizarse conjuntamente con el analisis
de movilidad. En el caso del analisis se-

minal humano, como indica la Organiza-
cion Mundial de la Salud (OMS), resulta
mas conveniente hacerlo mediante ca-
maras de recuento, de 100 um de espe-
sory no de 10 6 20, como se acostumbra
para el anlisis de movilidad.

Por otra parte, cabe tener presente que,
puesto que las células son identificadas
por su luminosidad y que, especialmente
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Figura 2. Anélisis morfométrico con el sistema ISAS®v1 y determinacion de los parémetros de morfologia espermética.

Soler y otros, 2003.

con el uso del contraste de fase negativo,
toda particula resulta luminiscente y es
muy dificil diferenciar los espermatozoi-
des de otras particulas.

c) Morfometria

La correcta realizacion de analisis morfo-
l6gico ha venido requiriendo de la fijacion
y de la tincién de las células, pues de ello
dependia su correcta discriminacion res-
pecto del medio, asi como de sus dife-
rentes componentes (acrosoma, cabeza
y pieza intermedia). Sin embargo, diver-
sos condicionantes técnicos hacen poco
realista el analisis automatico de la cola,
aunque es posible reconocer las gotas ci-
toplasmaticas como ensanchamientos de
la pieza intermedia.

Diversos trabajos han puesto de ma-
nifiesto el hecho de que las diferentes
técnicas de tincion presentan distintos y
significativos los valores morfométricos
de una misma muestra (Garcia y otros,
2015a). Este hecho ha sido ignorado por
algunos autores que han usado una téc-
nica, comparando los resultados con los
obtenidos mediante otras técnicas. En la
mayoria de las especies ganaderas, la
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tincién con mejores resultados es la de la
Hematoxilina de Harris.

En funcién del sistema utilizado, se ana-
lizan algunos parametros (Figura 2). El
sistema ISAS®v1 estudia tanto la cabeza
como la pieza intermedia. Como es l6gi-
co, en el caso de muchas especies ani-
males, en las que no se aprecia de forma
clara un acrosoma, no se aporta la infor-
macién con respecto al mismo.

Algunos sistemas modernos incorporan
otras funciones de evaluacién, como
el andlisis de fragmentacion del acido
desoxirribonucleico (ADN) o de diversas
pruebas fluorescentes. Pero estas y otras
capacidades analiticas, aun no forman
parte de la rutina, por lo que no se co-
mentaran en este articulo.

4. Analisis de semen en
granjas porcinas

Un factor relevante a considerar en las
granjas porcinas, en las que se realiza
inseminacion artificial (IA), es determinar
como se pueden relacionar los parame-
tros de calidad seminal con los resultados
de fertilidad obtenidos. Si se conocen los

factores seminales, que explican las varia-
ciones en fertilidad, el valor de cada uno
de estos factores podria ser estimado y
contribuir asi al criterio de aceptacién o de
rechazo de un eyaculado en la produccion
(Foxcroft y otros, 2008; Gadea, 2005).

La inseminacion artificial es una técnica
ampliamente utilizada en las granjas. En
Europa y Norte América mas del 90% de
las inseminaciones son artificiales (So-
riano-Ubeda y otros, 2013), mientras que
solo un pequefio porcentaje sigue reali-
zando la monta natural (zonas rurales).
Del total de espermatozoides (millones)
depositados en el tracto genital de la
hembra (ya sea mediante inseminacion
natural o artificial), Unicamente unos
miles llegan al lugar de fecundacion, lo
que supone una pérdida significativa a lo
largo del trayecto que el espermatozoide
tiene que recorrer (Holt y otros, 2009).

De manera general, para la evaluacion
de la calidad seminal de un verraco se
tienen en cuenta pardmetros de concen-
tracién de espermatozoides en el eyacu-
lado, motilidad espermatica y presencia
de morfoanomalias (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Parametros de calidad seminal de verraco (n=15) en semen refrigerado a 17°C durante 3 dias.

Concentracion (x109) 29.646.6°
Motiles (%) 79.3+9.0°2
Progresivos (%) 56.5+13.3°
VCL (um/s) 128.7£16.0°
VSL (umis) 50.148.32
VAP (um/s) 67.5+8.82
ALH (um) 5.9+0.8°
BCF (Hz) 38.8+£2.12
STR (%) 72.846.8°
LIN (%) 40.618.3°
Rapidos (%) 62.3+13.3
Estaticos (%) 10.416.12
Membrana intacta (%) 85.1£10.7°

32.8+4.5 31.6£7.0°
68.0£19.7° 67.2+18.0°
43.5£19.3 44.6+£19.3
134.7+10.6° 136.6+7.0°
43.0+8.6° 45.1+8.8°
65.0£7.5° 66.2+£7.3°
6.8£1.0° 6.6£0.7°
37.7+£2.8° 38.2+1.9°
65.5+7.6" 66.1+6.8°
33.547.1° 33.846.1°
50.8+19.1° 51.7+£19.4°
18.6£19.9° 17.0£15.0°
85.8+8.0° 86.9+8.1°

Mctiles (%): porcentaje de espermatozoides matiles; Progresivos (%): porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo; VCL: velocidad
curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad media; ALH: desplazamiento lateral de la cabeza;, BCF: frecuencia de entrecruzamiento;, STR:
rectitud; LIN: linearidad. a,b Letras distintas dentro de fila indican diferencias significativas. p<0.05.

Adaptado: Lopez Rodriguez y otros, 2012.

Figura 3. Equipo especifico de ISAS®Psus para anélisis espermatico y
calculo de dosis seminales.

En relacion con la morfometria podria ser posible que la com-
peticion espermatica en el interior del utero no sélo dependa de
las caracteristicas intrinsecas del espermatozoide, sino de que
la hembra tuviese un papel importante, pudiendo seleccionar
determinados espermatozoides (Calhim y otros, 2007). En este
sentido las hembras podrian haber desarrollado otros mecanis-
mos en contra de los espermatozoides, no aptos para fecundar,
incluyendo una seleccion espermatica basada en la morfometria,
que puede ocurrir con otros parametros espermaticos como la
morfologia (Garcia y otros, 2015a).
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Figura 4. Ventana principal del ISAS®PSus. A la izquierda y abajo se pre-
senta la informacion de uso, referida al nimero de espermatozoides utiles
en la muestra, las dosis que se pueden producir y el volumen de diluyente
a afiadir al eyaculado.

De esta manera, se discutira a continuacion el desarrollo de un
sistema de laboratorio para el calculo automatico de dosis se-
minales para cerdas en produccion, llamado ISAS®PSus. Este
sistema incorpora una serie de especificaciones en su equipo
(Figura 3), que son importantes para la correcta valoracién del
semen porcino.

La evaluacion que realiza el sistema es completamente automa-
tica e incluye el de movilidad y de morfologia al mismo tiempo.
En cuanto a la movilidad (Figura 4), se valora la cinética de las
células, considerando de forma opcional la VCL o la VAP, lo que,
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Cuadro 2. Dimensiones morfométricas de espermatozoides en diferentes razas de porcino (medias + SD).

Longitud cabeza (um) 9.1+0.34a 8.8+0.34b 8.8+0.39¢ 8.8+0.29b
Ancho cabeza (um) 4.640.19a 4.5+0.16b 4.5£0.17b 4.5£0.15b
Area cabeza (um2) 36.2+1.71a 34.4+1.67b 34.7+1.82b 34.5+1.43b
Perimetro cabeza (um) 26.6+1.23a 25.9+1.51b 26.241.52a 25.5£1.09b
Elipticidad 2.0+0.11a 1.9+0.10b 1.9+0.11b 1.9£0.09b
Rugosidad 0.6+0.05a 0.7+0.06b 0.6+0.06a 0.7£0.05b
Elongacion 0.3£0.02 0.3£0.02 0.3£0.02 0.3+0.02

Regularidad 0.9+0.02 0.9+0.02 0.9+0.02 0.9£0.01

Dentro de fila valores, con diferente letra-c, se indican diferencias significativas p<0.01. Elipticidad (L/W), Rugosidad (4mA/P2), Elongacion ((L - W) / (L +

W)), Regularidad (mLW/4A)]. Valores son medias + S.D. (n = 4172).
Adaptado: Saravia y otros, 2007.
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Figura 5. Andlisis de morfometria con ISAS®. A la izquierda se observan
las células fijadas y tefiidas y a la derecha las “mascaras” respectivas de
cada espermatozoide analizado.

junto con la progresividad, permite clasificar los espermatozoi-
des en una combinacién de ambos pardmetros.

Por su parte, en el andlisis morfologico se valora la presencia
de anomalias de cola y de gota citoplasmética. Un aspecto re-
levante es que el estudio realizado de ambos parametros, se
hace de forma simultanea para cada célula, lo que ha permitido
introducir el concepto de espermatozoide Util, es decir, aquel
que presenta, de forma simultanea, una buena movilidad y una
adecuada morfologia. A partir de la informacion referente al vo-
lumen inicial del eyaculado y de la valoracién del numero de
células Utiles, se calcula de forma automatica el volumen de di-
luyente, que se debe afadir para pasar a la linea de produccion
de las dosis finales de inseminacion.

Otro analisis que se puede realizar es el de morfometria (Fi-
gura 5). La mayoria de los estudios sobre morfometria esper-
matica se han centrado en la cabeza del espermatozoide en
conjunto, tal y como se presenta en el Cuadro 2, para esper-
matozoides de porcino.

Venta de maiz, soya y trigo.Tel. (5606)2282-6493

Solo unos pocos estudios han medido también otras partes
del espermatozoide, como el acrosoma en humanos (Soler y
otros, 2003; Falzone y otros, 2010) y la pieza intermedia (Soler
y otros, 2003). Estas medidas requieren una distincién clara de
los limites y un buen contraste entre las diferentes partes del
espermatozoide, que es dificil de alcanzar en algunas especies.

El estudio de la morfometria del acrosoma puede tener una rele-
vancia funcional. En este sentido, (Liu y Baker, 1988) demostra-
ron que la morfologia normal del acrosoma, se correlaciona sig-
nificativamente con la unién del espermatozoide a la zona pe-
lucida, mientras que (Bastiaan y otros, 2003) comprobaron que
existe una fuerte relacién entre la morfologia espermatica nor-
mal y la capacidad de inducir la reaccion acrosémica. Ademas,
se ha evidenciado la variacién de subpoblaciones morfométri-
cas presentes en un mismo eyaculado y como estas pueden ser
seleccionadas o modificadas tras la interaccién con el ambiente
uterino de la hembra (Garcia y otros, 2015b). Por ello, no es
aventurado suponer que, en los proximos afios, este sistema se
convierta en una referencia obligada en la determinacion de la
calidad seminal, en las condiciones especificas de las granjas
dedicadas a la produccion de dosis seminales porcinas.

5. Conclusion

Los sistemas CASA permiten la valoracion objetiva de la calidad
seminal, mediante la grabacién y posterior analisis de imagenes
digitalizadas de las trayectorias de los espermatozoides.

La utilizacion de estas técnicas analiticas en centros de insemi-
nacion artificial o laboratorios de produccion de dosis seminales,
deberian incorporarse como parte de las labores rutinarias, en
las que es necesario disponer de informacion precisa acerca de
la calidad del semen y, por consiguiente, de su fertilidad poten-
cial. Ademas, su uso deberia extenderse a centros de investiga-
cion, universidades o bancos de semen.
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El futuro de la valoracion seminal se
orienta a incorporar una bateria mas am-
plia de datos, que prescindan de valora-
ciones cualitativas, para adentrarse en el
uso de variables continuas tratables en
su conjunto. La adecuada caracterizacion
androlégica, a través del analisis semi-
nal de los machos reproductores en las
granjas, permite, a posteriori, que los va-
lores de fertilidad obtenidos (por ejemplo,
lechones nacidos vivos) sean 6ptimos,
para asegurar una adecuada rentabilidad
de la empresa porcina.
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