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:> - Introduccion

EL MERCURIO

o Infertilidad .. problema creciente de www.emol.com
SaIUd pL’Jbllca mundlal, afecta alrededor del Organizacion Mundial de la Salud la califico como tal en 2009:

. , Parejas estériles piden que el
15% de las parejas (Program for Appropriate Estado de Chile reconozca la

Techpology in Health, 20_02). En Chile, r\~l6000 infertilidad como una
parejas consultan por infertilidad al ano. enfermedad
. . L, En el pais existen 350 mil familias que no pueden acceder a
e Espermiograma ... provee informacion terapias de fertilidad por el elevado costo de los
fundamental para definir la severidad del —
factor masculino que determina la [ 350 mJl famﬂlas

estrategia del tratamiento clinico de la
pareja.

Existen grandes diferencias entre
laboratorios, debido a:

- subjetividad,
- falta de estandarizacion, N | _
- falta de controles de calidad, Movilizacion.- Através de la marcha de "los coches

- - vacios", decenas de parejas caminaron por el centro
falta de entrenamiento profesmnal. de Santiago para sensibilizar a las autoridades

acerca del problema de la infertilidad.




> — Propuesta CED-AI

o Centro de Espermiogramas Digitales Asistidos por Internet, UChile

Optimizar, estandarizar y validar espermiogramas en relacion
a la concentracion, movilidad, vitalidad, morfologia estricta y

fragmentacion del ADN de los espermatozoides.

Mediante la integracion de ...

. biomarcadores de funciones espermaticas,
. imagenes microscopicas digitales,
. herramientas matematicas para el analisis de imagenes,

.. Y telecomunicacion via Internet,
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Analisis Digital via Internet
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Solucion CED-AI

SAAS Software As A Service, ...

.. menor costo
( 10 MM CLP)

.. manejo simple

.. soporte y respaldo

.. almacenamiento
en cloud




Solucion CED-AI

SAAS Software As A Service, ...

Concentracion
Movilidad
Células
Redondas




entro de Espermiogramas Digitales Asistidos por Internet

Validacion ED-AI ...

con expertos nacionales

Muestras
Manual | Expertos Digital | ED-AI
Luis Sarabia (U-Chile) Espermiogramas
Marcia Madariaga (IDIMI) Asistidos por Internet
Adolfo Acosta (Clinica Las Condes) (CED-AI, U-Chile)

\4 \4

Movilidad (OMS 2010)

Grupos: Progresivo
No progresivo
Inmovil

Concentracién Vitalidad Fragmentacién ADN
millones/ml % en base de % en base de
Recuento de >400 espermios >400 espermios

células redondas
millones/ml



M Otl I |d d d ... (al fresco contraste fases)

entro de Espermiogramas Digitales Asistidos por Internet

Movilidad y Concentracion Espermaticas
Recuento de Células Redondas


2012_06_Nov_MotilidadCelulasRdondasFragmentacion.ppt

Vlta I |dad ... EOsinaY (al fresco)

| campo claro
.. ) (OMS)

N X . — objetos
— tamanos

. — colas

— objetos de un
t- ' tamano
’ definido con
cola



Vitalidad... rojicidad




Vitalidad... rojicidad
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Vlta I |dad plano focal




V|ta I |dad ... EosinaY (al frotis)

- ! . familia de espermios refringentes (muertos)
-

I i familia de espermios no refringentes (vivos)




Vlta I |dad ... EOsinaY (al frotis)




V|ta I |dad ... EosinaY (al frotis)

- ! . familia de espermiosefrinaentes (miierins)
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! i familia de espermio




V|ta I |dad ... EosinaY (al frotis)

-E . familia de espermios refringentes (muertos)
-

! i familia de espermios no refringentes (vivos)
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Vlta I |dad ... fresco vs frotis vs CEDAI
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entro de Espermiogramas Digitales Asistidos por Internet

Fragmentacion del ADN ...

... determinado por: .

TUNEL (terminal deoxinucleotide

transferase dUTP nick end

labeling) FITC/IP via fluorescencia

SCSA (sperm chromatine structure 3
assay) via fluorescencia 25 58 75 168

DNA Fragmentation Index

COMET (single cell gel electrophoresis)
via fluorescencia [

SCD (sperm chromatine dispersion)
-> Halosperm®
-> en casa

Fernandez et al 2003 J Andrology



Fragmentacion del ADN

Dispersion cromatina espermatica (SCD)

Tesis Pregrado:

. Fabrizzio Horta Nufiez: “Validacidon de la metodologia de dispersion de la cromatina para cuantificar dano en el
DNA espermatico en pacientes que consultan por infertilidad.” Tesis Profesional para Optar al Titulo de Tecndlogo
Médico Mencién Morfofisiopatologia y Citodiagnostico. Tutora: Dra. Rosita Smith.

Consistio en una implementacion del protocolo de SCD (Sperm Chromatin Disperssion) previamente publicado por
Fernandez et. al. 2009.

Las conclusiones mas importantes de este trabajo son:

* El ensayo SCD permite medir la fragmentacion del ADN espermatico de
manera sencilla, costo efectiva, rapida y con instrumentos de laboratorio de facil
acceso.

» Los ensayos de SCD y TUNEL entregan valores similares de fragmentacion
del ADN espermatico.

» EI SCD se correlaciona positiva y significativamente con los ensayos TUNEL y
SCSA.



Fragmentacion del ADN ...

s por Internet
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AN Estandarizacion - Finalizando
- 8

R Dispersion cromatina espermatica (SCD)

Fragmentacion de ADN ... con Halosperm ... seguln Nufez et Smith (2009)
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» Expertos evallian en campo claro con objetivo 40x, cuentan un total de 400
espermatozoides

« ED-AI esta probando mediciones con 10x y 20x, logrando recuentos de 1000
(10x) y 400 (20x) espermatozoides



Verificacion / Calibracion

Dispersion cromatina espermatica (SCD)
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Analisis y clasificacion automatizada de la fragmentacion del ADN espermatico a través de la
medicién del tamaifio del halo generado para espermatozoides con el ADN intacto (verde) en
contraste a los espermatozoides con el ADN no intacto (rojo).



Morfologia Espermatica

. en desarrollo ...

Morfologia


morfologia.ppt

Muchas gracias

entro de Espermiogramas Digitales Asistidos por Internet

Fondef

NDO DE FOMENTO AL DESA CIENTIFICD ¥ TECNOLOGICO

[/

U M R Unidad de Medicina Reproduc




entro de Espermiogramas Digitales Asistidos por Internet

CED-AI vs CASAs

CED-Al SCA SAS SVP CASA
Barcelona, Hamilton, USA | Minitlb, Ger medeal AB,
Esp Ger
Costo Instalaciéon | $ $$$ $$$ $5$ $$$
Concentracion / ++ + + + +
Motilidad Colas + Cruces
Vitalidad + (+) (+) - (+)
campo claro fluorescencia fluorescencia fluorescencia
Fragmentacion it (+) (+) - (+)
ADN campo claro Halo-Kit fluorescencia fluorescencia
Acceso Online -+ (+) - - -
servicio de analisis remoto
analisis sin servicio
Reporte + - - - -
Automatico
Cloud-Storage + - - - -




entro de Espermiogramas Digitales Asistidos por Internet

ESTANDARIZACION DE CONCENTRACION, RECUENTO DE CELULAS
REDONDAS Y MOTILIDAD MEDIANTE ESPERMIOGRAMA DIGITAL

Garcia A, Vargas S, Acuia Al, Figueroa C, Scheer J, Osorio-Reich M, Rojas R,
Rojas N, Sarabia L, Madariaga M, Acosta A, Crosby J, Smith Ry Hartel S.

Proyecto FONDEF D07|1019



Movilidad y Concentracidn Espermatica

.~ . Metodo Manual
> N
T

A Recuento de Celulas Redondas

—— = | Movilidad (OMS 1999): al menos 200 espermatozoides son clasificados
1 1! ‘ (SE=14rcto = 7.1%) en los Grupos A, B, Co D ; contar solamente
=L espermatozoides completos, es decir, con cabeza y cola.

T % Concentracidon [millones/ml], contar al menos 200 espermatozoides

[ Recuento de células redondas [millones/ml]: Células germinales y/o
__ leucocitos




Validacion

/: 20 Muestras

Manual | Expertos Digital | ED-AI
Luis Sarabia (U-Chile) Espermiogramas
Marcia Madariaga (IDIMI) Asistidos por Internet
Adolfo Acosta (Clinica Las Condes) (SCIAN-Lab, U-Chile)
Movilidad (OMS 1999) Concentracién Recuento de células redondas

Grupos: A, B, C, D millones/ml millones/ml




Metodologia

Movilidad - Video




Metodologia

Movilidad




> .. Metodologia
P Movilidad

t‘f:al \/(Xi+1 = Xi)2 + (Vi — Yi)2
- i=0 ti+1 _ti
& VCL = y

Velocidad curvilinea

\/(Xt_final o X0)2 + (yt_final o yO)2
t t,

VSL =

t_final

Velocidad lineal

Rl \/(Xsi+l - Xsi)2 +(Ys;,, _Ysi)2

2 :

VAP = =0

i+1 _ti

N

Velocidad promedio



N = Metodologia

- \_‘

Diferentes sistemas digitales utilizan
diferentes algoritmos matematicos para:

- identificar espermatozoides,
- perseguir trayectorias,
- calcular movilidad.



Metodologia

Movilidad y Concentracion.

.
-t
.




Identificacion de cabezas por tamafo (4 a 15 pixeles).



Identificacion de colas de espermatozoides



Metodologia

\

%

BorderDivCenterPix — Para separar estructuras redondeadas




Identificacion de colas de espermatozoides



Metodologia

Identificacion de cabezas de espermatozoides con colas.



Verificacion / Estandarizacion

Concentracién: Cuantificacion de espermatozoides con cola.
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Muestra
Debido al conteo de un mayor nimero de objetos en el andlisis digital los valores son
mas cercanos al valor real.

SE = 10.5 % (Expertos) contra SE = 8 % (ED-AI)



> .« . Verificacion / Estandarizacion

Inmovil [%]
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- : a7 . Comparacion
T

~ ~= SCA versus ED-AI
CED-AI
CASA Centro de Espermiogramas Digitales

Asistidos por Internet, UChile

total=68 total=57

Cabezas sin cola: 11

(O Espermatozoides no encontrados: 4 2



Comparacion
CASA versus ED-AI

Interseccion de trayectorias:
- Error de Fusion y Fision

Colision con detritus celular:
- Error de velocidad




Metodologia




P Metodologia
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Digital Spermiogram C=r) @
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x-position [pix] m Classification
mm Type PR:57.14 % (148 sperms)

« Identificacién de espermatozoides con cola. mm Type NP: 6.56 % (17 sperms)
mm Type IM: 36.29 % (94 sperms)

« Control de colisidn, fusion vy fision.
« Combinacién de VCL y VSL.

© SCIAN - Scientific Image Analysis
All Rights Reserved




N Verificacion / Calibracion
-.-/‘\
Y~ T Motilidad

e

OMS 1999 Movilidad

A: rapida progresiva ( > 20 um/s a 25°C). ) ) .
éVelocidad lineal o curvilinea?

B: progresiva lenta (= 5y < 20 um/s a 25°C).

C: no progresiva (< 5 um/s).

D: Inmoviles.

ED-AI

Tipo VCL [pm/s] | Color Trayectoria Tipo VSL [pm/s]

Progresivos | >25y =5 |[Rojo no progresivos > 25y =40
—— — >

No <5 y > 1 |Verde !anV|I(?§ (movimiento <25

. inespecifico)

progresivos

Inmoviles <1 vy =0 [Azul
Valores de VSL para reasighar espermatozoides mal

clasificados

Clasificacién en Tipo de Movilidad Segun VCL



Verificacion / Estandarizacion

Cuantificacion de células redondas por tamano.

10

—— Ob1 EDAI 1
1@ Ob2 EDAI 2
—A&— Ob3 EDAI 3

Concentracion [10%/ml]

Muestra

El recuento de células redondas puede ser analizada en forma digital y
automatizada con resultados que reflejan el analisis de los tres expertos
nacionales.



Morfologia Espermatica

. Como funciona?
- Segmentacion de cabeza
- Segmentacion de parte media y cola
— Extraccion de Caracteristicas
- Clasificacion de tipo de espermatozoide



Morfologia Espermatica

Segmentacion de Cabeza
(Verde)

- Basado en K-Means de
colores

Ct\lﬂl"t\lﬁlﬂt\f\ AmtivsAa~n O Al AN

=

. Segmentacion de Cola y Parte
Media (Rojo)

- Seguimiento de direccion
segun deteccion de cola.

- Ajuste de funcion Gaussiana

N



Morfologia Espermatica

. Extraccion de Caracteristicas:

— Caracteristicas geometricas de cabeza

(Area cabeza/Area Elipse, Perimetro

cabeza/Perimetro Elipse, excentricidad)
— Descriptor HOG U1

— Creacion de Vector de Caracteristicas.“
U



Morfologia Espermatica

. Entrenamiento de Clasificador
- Clases de tipo de espermatozoides

Entrenamiento

Imagen
> >
A. Head defects ’ y
- -
Gl (b) () (d) (e) U]
Tapered Pyriform Round Amorphous Vacuolated Small ) i |\
acrosomal | .
area = -
t Segmentacion 4
- -
b LY
» ~
14 4 / ’
) ~
: - k2
w
B. Neck and midpiece defects C. Tail defects D. Excess residual Obtencion de Caracteristicas
cytoplasm Morfologicas
i) th) [0] [0] (k) U} (m) n) '
Bent Asymmetrical Thick Thin Short Bent Coiled > one third head

neck insertion B

Clasificador




Morfologia Espermatica

. Clasificador Final

Imagen
-
4
-
\ .
‘\
4
-
% 2]
4
\
=

Resultado de Clasificacion

| Normal i

Defecto de Cabeza - !

I
Defecto de Parte Media —

\
Defecto de Cola

Residuo Citoplasmatico —

Clasificador

Segmentacidn

Clasificador

Base de
Datos

btencion de Caracteristicas
orfologicas




