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Determinacion de curvatura de flagelos de espermatozoide en espacio 3D.
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Resumen— El espermatozoide de humano, al entrar en
contacto con los fluidos del tracto genital femenino adquieren
la habilidad de fecundar al 6vulo. Este proceso se conoce como
'capacitacion’, en el cual se observan patrones de
hiperactividad en la célula, particularmente en el flagelo. Sin
embargo, no todos logran adquirir esta condicion y no logran
cumplir su cometido. En este trabajo se presenta un método
basado en el anilisis de valores de curvatura local de datos
tridimensionales (3D) del flagelo del espermatozoide para
detectar células capacitadas y no capacitadas. Las
herramientas actuales s6lo se basan en datos bidimensionales
(2D), sin tener en cuenta la informacion tridimensional (3D)
presente en el batido flagelar. Los resultados preliminares
alcanzados muestran que el método es viable, constituyendo
una herramienta poderosa para extender los estudios de
motilidad del flagelo del espermatozoide a tres dimensiones.
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I. INTRODUCCION

Uno de los temas estudiados en el campo de la fisiologia
celular del espermatozoide es la motilidad, que entre otros,
considera la habilidad de desplazamiento de la célula. En
este fenomeno juega un papel muy importante el flagelo, el
cual impulsa al espermatozoide ayudandolo a trasladarse a
través del aparato reproductor femenino. Es aqui donde las
células adquieren la capacidad de fecundar al o6vulo
realizando la reaccion acrosomal [1].

La capacitacion es el proceso complejo que ocurre de
manera natural durante el viaje por el tracto femenino. Este
involucra una serie de eventos fisiologicos, entre los cuales
estd el cambio en el movimiento del espermatozoide y en
especial de su batido flagelar. Esta condicion fisiologica
muestra patrones de hiperactividad, pues su trayectoria deja
de ser rectilinea, convirtiéndose en oscilante y caracterizada
por fuertes impulsos de la cabeza [2]; asimismo, el
movimiento del flagelo deja de ser simétrico. Es importante
destacar que cuando se incuba con medios que favorecen la
capacitacion en condiciones in vitro, el porcentaje de
espermatozoides con caracteristicas de células capacitadas
es bajo. Es por ello la importancia de obtener herramientas
sensibles que permitan el estudio de este fenomeno, al tener
gran impacto en un tema de vital importancia como es la
fertilidad.

Las herramientas utilizadas en el estudio de Ia
hiperactividad tales como el CASA (Computer-Assisted
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Sperm  Analysis), permiten clasificar una poblacion
determinada de espermatozoides, basados en algoritmos de
procesamiento sobre imagenes adquiridas durante el nado de
espermatozoides sobre la superficie de una laminilla. Para
determinar la hiperactividad se calculan una serie de
variables, como son VCL (velocidad curvilinea), VSL
(velocidad rectilinea), ALH (magnitud del desplazamiento
lateral de la cabeza del espermatozoide) y LIN (linealidad de
la trayectoria curvilinea), entre otros [3, 4, 5].

La herramienta antes mencionada utiliza imagenes
adquiridas de un solo plano focal del microscopio
(bidimensional (2D)), despreciando cualquier informacion

tridimensional (3D) proveniente del movimiento del
espermatozoide, en especial de su batido flagelar,
componente importante dentro de la dinamica de

desplazamiento de la célula.

Por lo antes mencionado, en este trabajo presentamos un
método basado en el andlisis de los valores de curvatura
local del flagelo del espermatozoide utilizando datos de
segmentacion 3D. Con esta metodologia, pretendemos
aportar de manera cuantitativa, un parametro que permita
evaluar en tres dimensiones el estado fisiologico del
espermatozoide en cuanto a su estado de capacitacion. Cabe
hacer notar que hasta el momento, no existen antecedentes
del uso de esta informacion tridimensional para este tipo de
estudio, por lo que este trabajo representa una valiosa
herramienta con repercusiones importantes en el campo de
la fecundacion del espermatozoide.

En una primera fase de este proyecto, el método se
aplico en 2 poblaciones de espermatozoides (capacitados y
no capacitados), mostrando resultados preliminares.

II. METODOLOGIA

Para obtener y preparar la muestra biologica, se colecta
una muestra de semen de un donador en un frasco estéril de
plastico y se incuba en una cdmara hiimeda a 37° C y 5% de
CO, durante ~40 minutos para su licuefaccion. Después, se

separan los espermatozoides méviles mediante la técnica de
“swim-up” (del inglés, nado hacia arriba dentro de un tubo
con medio HAM’s F-10). Los espermatozoides moéviles
recuperados (no capacitados) se incuban durante 5 horas en
una camara himeda a 37° Cy 5 % de CO, en un medio con

bicarbonato, albumina y Ca®" para promover la capacitacion
y la hiperactivacion [6]. De esta manera se obtienen las dos
poblaciones de espermatozoides separadas (capacitados y no
capacitados).



Las adquisicion de las iméagenes fue realizada utilizando
el sistema experimental desarrollado por Corkidi et al. [7],
con el que se obtuvo secuencias de imagenes con
informacion tridimensional del volumen que contiene las
muestras.

Se utilizo el método de segmentacion 3D del flagelo de
espermatozoide humano desarrollado recientemente por
nuestro grupo de trabajo [8], el cual se apoya en la
herramienta 'Simple Neurite Tracer' desarrollada por
Longair et al. [9] y que permite la segmentacion de
estructuras tubulares utilizando el método de busqueda
bidireccional A* y el calculo de la matriz de Hessiano en 3D
con el que se encuentran las principales componentes de
cambio dentro de las imagenes. Con ello obtenemos las
partes del flagelo que se encuentran en foco en cada imagen
adquirida a diferente altura. En la Fig. 1 se ilustra un
ejemplo.

(3)

Fig. 1 Imagenes sucesivas de un espermatozoide. En azul se
observa la zona ya segmentada. Se ilustra el comportamiento
3D de este espermatozoide ya que las imagenes fueron
adquiridas a diferentes alturas.

Luego de realizar la segmentacion del flagelo del
espermatozoide a lo largo del nado en la secuencia,
obtenemos datos tridimensionales de la posicion espacial del
flagelo, los cuales pueden representarse como una lista de
puntos consecutivos con informacién local de su situacion
espacial. En la Fig 2 se ilustra el resultado de Ia
segmentacion del flagelo de un espermatozoide.
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Fig. 2 Se ilustra la segmentacion de los batidos flagelares de
un espermatozoide.

Nuestro método realiza el calculo de curvatura local
sobre cada uno de los puntos que describe el movimiento del
flagelo. La Fig. 3 ilustra el método, en donde:

P _: Punto decdalculo de curvatura.

c

P.: Punto inicial de cdlculo de curvatura .
P,: Punto final de cdlculo de curvatura.
L,: Linea curva que describe el flagelo en los puntos de

calculo de curvatura .
L,: Linearectaque une los puntos P,y P,.

El calculo de curvatura local esta dado por:

Lr
Curv=—"
urv I @))]

C
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Fig. 3. En la figura se ilustra el método utilizado en el calculo
de curvatura local del flagelo del espermatozoide. Se
representa un batido flagelar del espermatozoide, el cual tiene
una frecuencia de batido de aproximadamente 20 Hz [10].

La lista de puntos que describe el flagelo del
espermatozoide puede ilustrarse como una lista de vectores
ordenados:

Vi @)

cuya representacion esta dada por:

Vi:(xi’ Vis Zz') ®)

La longitud de la curva que describe el flagelo en los
puntos de célculo esta dada por:

N-1
Le= z \/(xi_xiﬂ)z"'(yi_yi+1)2+(zi_zi+1)2 4
i=1

La distancia entre P; y P; estd dada por la longitud del
segmento que los une:

Lr= ‘/(xi_xf)z"'(yl'_J’/‘)z"'(zi_zf)z 5)

Los valores de curvatura calculados en cada punto del
flagelo poseen valores en el intervalo (0,1], siendo las
regiones de poca curvatura aquellas donde el valor sea
proximo a 1.

II. RESULTADOS

En este trabajo se presenta una prueba de viabilidad del
método desarrollado, para lo cual se analizdo el batido
flagelar (durante aproximadamente 60 batidos) de 2
espermatozoides que pertenecen a dos poblaciones
diferentes (capacitados y no capacitados). En la Fig. 4 se
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muestran los histogramas de curvatura local realizado sobre
los datos extraidos mediante la segmentacion 3D del flagelo.
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Fig. 4. Histograma de curvatura local del flagelo de
espermatozoides (durante 60 batidos aproximadamente)
pertenecientes a dos poblaciones diferentes: a)
capacitados. b) no capacitados.

Puesto que el analisis de curvatura es local, cada barra
del histograma representa la frecuencia de aparicion de cada
componente de curvatura del flagelo que se presenta en sus
diferentes zonas.

Se puede observar que existe diferencia en la zona de
maxima curvatura (valores menores a 0.8 de curvatura) en
donde se nota una mayor frecuencia de datos en la poblacion
capacitada (Fig. 2a). El espermatozoide de la poblacion
capacitada tiene un 33% de los datos en la zona de maxima
curvatura mientras que el perteneciente a la poblacion de no
capacitados tiene un 10% en la misma zona (Fig. 2b).

Si bien en este estudio preliminar se cuenta con
resultados alentadores de identificacion de espermatozoides
a través del céalculo de la curvatura del flagelo en el espacio



3D, es necesario hacer una validacion formal de este método
sobre un volumen mayor de datos.

IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En la actualidad las herramientas utilizadas en la
evaluacion cuantitativa de parametros relacionados a la
motilidad de espermatozoides solo utilizan informacion 2D,
a pesar del comportamiento 3D que posee el flagelo
(componente importante en la motilidad de la célula).

Los parametros que utiliza el sistema CASA estan
disefiados para analizar el batido bidimensional del
espermatozoide, confinando mecanicamente su batido al
espacio entre dos superficies de vidrio. Esta configuracion
de entrada afecta el batido flagelar ya que se aplican fuerzas
externas sobre el flagelo. El método que proponemos tiene
la ventaja que analiza el batido 3D del flagelo del
espermatozoide en su nado sobre la superficie del vidrio,
condicion que se puede considerar semejante a la realidad
cuando los espermatozoides tienen que nadar por el tracto
femenino. En los ultimo afios ha crecido el interés por el
estudio de la motilidad de esta célula en situaciones que
simulen la realidad (3D), ya sea caracterizando el batido del
flagelo o la trayectoria de nado de la célula, demostrandose
en varios trabajos la diferencia que existe entre 2D y 3D [7,
11, 12].

En este trabajo, se obtuvieron datos de segmentacion en
3D del flagelo de espermatozoides de humano
pertenecientes a poblaciones diferentes (capacitados y no
capacitados). Realizando calculos de curvatura local sobre
los datos tridimensionales del flagelo (durante 60 batidos),
se encontré6 mayor frecuencia de componentes de alta
curvatura en el espermatozoide perteneciente a la poblacion
de capacitados, llegando a tener aproximadamente un 13%
de diferencia con respecto a la clase no capacitada.

El presente trabajo mostrd resultados alentadores y
requiere una validacion formal con un mayor volumen de
datos, lo cual se realizara en el futuro inmediato y en el que
ademas tendremos en cuenta el calculo de otras variables,
como pueden ser: torsion del flagelo, velocidad de batido
flagelar y velocidad de traslacion del espermatozoide.
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