MOTILITA IPERATTIVATA/IPERMOTILITA ED

UTILIZZO DEI SISTEMI CASA

La motilita progressiva e una caratteristica funzionale degli spermatozoi umani che regola la loro
capacita di migrare attraverso il muco cervicale, risalire attraverso i differenti distretti dell’apparato

riproduttivo femminile, penetrare la zona pellucida ed in ultima analisi fecondare I'ovocita.

La motilita iperattivata € una proprieta specifica acquisita dagli spermatozoi lungo il processo di
capacitazione che li rende in grado di essere “fecondanti”. La possibilita che uno spermatozoo
motile sia ipermotile ¢ un passaggio cruciale perché lo stesso possa fecondare 1’ovocita. Questa
caratteristica dipende prevalentemente dalla concentrazione di calcio intracellulare e dai livelli di
CAMP .

Quando si applicano le differenti tecniche di riproduzione assistita, a prescindere dal livello di
complessita delle stesse, la capacitazione avviene artificialmente in laboratorio, generalmente
ricorrendo a centrifugazioni su gradiente di densita 0 a separazione per migrazione in base ai

parametri del campione seminale di partenza.

Tuttavia nella sospensione di nemaspermi ottenuti non & sempre facile discriminare tra le forme

mobili che abbiano le caratteristiche di ipermotilita attese.

Utilizzando il sistema piu comune di analisi computerizzato dello sperma (Computer-aided Sperm
Analysis, acronimo CASA), é possibile I'esecuzione di valutazioni affidabili delle caratteristiche del
movimento degli spermatozoi (“cinematica™) nel liquido seminale. Il protocollo pud essere
utilizzato anche con sospensioni di spermatozoi lavati in cui e possibile discriminare tra percentuali
di spermatozoi mobili e progressivamente mobili. Utilizzando la tecnologia CASA é anche
possibile identificare biologicamente, e quindi clinicamente, importanti sottopopolazioni di

spermatozoi - ad esempio quelli con buone caratteristiche di iperattivazione.

La tecnologia computer-aided per 1’analisi dello sperma (CASA) é stato sviluppato alla fine del
1980 per analizzare caratteristiche di movimento degli spermatozoi ed ha avuto molto successo
nell’ampliare questo campo di ricerca. CASA é stato utilizzato anche con successo per la misura di
caratteristiche del liquido seminale come la concentrazione di spermatozoi e le proporzioni relative
di motilita progressiva in molte specie animali trovando vasta applicazione nei laboratori di

produzione di animali domestici e di tossicologia riproduttiva. Tuttavia, i tentativi di utilizzare



CASA per I'analisi del seme in ambito clinico sull’'umano hanno incontrato scarso successo a causa
delle difficolta intrinseche presentate dall’analisi di molti campioni di sperma umano e dovuti
prevalentemente ad aggregazioni e detriti che, fino ad ora, hanno precluso un’accurata analisi di
immagine digitale. Inoltre in ambito clinico diagnostico la condizione seminale di base é favorevole
ad una conta e valutazione della motilita di tipo computerizzato mentre in ambito di riproduzione
assistita i parametri del campione sono spesso cosi alterati da sfuggire alla standardizzazione tipica

degli algoritmi e necessitare di una valutazione microscopica accurata.

Nonostante 1’analisi del liquido seminale attraverso 1’utilizzo del CASA si siano evoluti nel corso di
circa 30 anni sia attraverso i progressi dei dispositivi per catturare I'immagine dal microscopio che
con I’aumento sorprendente delle potenzialita di calcolo dei sistemi informatici e dei software
applicativi, i concetti di base per valutare gli spermatozoi ed i loro schemi di movimento sono
cambiati ben poco. Ogni sistema commercializzato é differente ma i principi costitutivi
sostanzialmente non lo sono. | moderni sistemi CASA possono visualizzare automaticamente piu
campi in una camera registrando il numero contemporaneo ed il movimento da 500 fino ad oltre
2000 spermatozoi, catturando fino a 50/60 fotogrammi al secondo. Quando la metodologia &
accuratamente convalidata, gli attuali sistemi CASA forniscono, specialmente in ambito
riproduttivo veterinario, informazioni importanti per la garanzia della qualita dello sperma previste
dal marketing, tuttavia nella routine clinica di un laboratorio di fecondazione assistita le possibilita

predittive dell’analisi computerizzata restano limitate.

Tra i vari gruppi che si sono dedicati alla valutazione dell’applicazione dei sistemi CASA, uno dei
maggiori risulta quello di David e Sharon Mortimer. Nel pit completo degli studi condotti, gli
autori hanno analizzato le funzionalitd migliorate di due piattaforme CASA moderni (Hamilton
Thorne CASA-11 e Microptic SCAB) e preso in considerazione le loro applicazioni attuali e future,
con particolare riferimento all'utilizzo di questa tecnologia per valutazioni di tipo funzionale

piuttosto che semplici caratteristiche descrittive degli spermatozoi.

Chiaramente in una camera di conta le condizioni di studio del movimento degli spermatozoi sono
un compromesso poiché gli spermatozoi sono osservati in situazioni ben diverse da qualsiasi altra
incontreranno in vivo. In particolare la sospensione viene visualizzato in una camera di conta in cui
I nemaspermi nuotano diversamente a seconda che si trovino nella porzione centrale o vicino
all’interfaccia aria/sospensione. Le leggi dell'ottica impongono una profondita minima di campo in
cui un spermatozoo oggetto di osservazione puo essere rilevato nel suo movimento pertanto sono
necessari sistemi sofisticati in grado di rilevare il movimento degli spermatozoi in tre dimensioni.

Tuttavia € improbabile che il passaggio dagli attuali approcci disponibili alla misurazione del



movimento degli spermatozoi in una camera di conta piu adeguata possa migliorare o sostituire il

processo decisionale sulla scelta della tecnica di riproduzione assistita da applicare.

Alcuni studi hanno suggerito che I’analisi del liquido seminale attraverso il CASA, in funzione
delle relative caratteristiche di concentrazione e ipermotilita, identificata come sottopopolazione
degli spermatozoi mobili, siano legati ai tassi di fecondazione in vitro. Tuttavia, & stato anche
suggerito che il maggior numero di parametri di motilita valutati da CASA non implica

necessariamente una maggiore precisione nel predire la fertilita.

Gli studi effettuati si sono prevalentemente focalizzati sui tassi di fecondazione di ovociti in cicli di
fecondazione in vitro prodotti utilizzando spermatozoi di cui fosse stata valutata tramite CASA la
tipologia di movimento dopo selezione con swim-up. | risultati in piccole coorti di pazienti indicano
correlazioni significative tra i tassi di fecondazioni e le stime CASA soprattutto per i parametri che
riguardano 1’ampiezza dello spostamento laterale della testa (AHL), la velocita curvilinea (VCL), la
velocita in linea retta (VSL), la velocita media di percorso (VAP) ed in particolare il movimento
rapido. Tuttavia mancano studi solidi che correlino i tassi di fecondazione all’outcome del
trattamento e soprattutto resta la problematica della valutazione “a campione” della sospensione di

nemaspermi in quanto 1’aliquota utilizzata per I’inseminazione non ¢ mai la medesima analizzata.

La letteratura evidenzia inoltre che, benche nella routine della diagnostica clinica il CASA abbia
trovato vasta applicazione, tuttavia gli operatori dei laboratori hanno una conoscenza relativa sui
principi di funzionamento del CASA, i fattori che ne influenzano I’attendibilita e di conseguenza la
necessita formativa. Questi fattori, uniti alla mancanza di un controllo interno adeguato possono
risultare in differenze interpretative anche molto grandi fra differenti laboratori. Pertanto in ambito
clinico 1’utilizzo dei sistemi CASA non pu0 prescindere dalla standardizzazione e dal controllo di

qualita.
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