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Resumen-- La movilidad es una propiedad fundamental de
muchas células. El espermatozoide es una de estas células, su
flagelo le permite nadar y cumplir con su objetivo principal,
fecundar al ovulo. En este sentido, el estudio de como el calcio
intracelular (J[Ca®']i) modula el funcionamiento de los flagelos
es fundamental. La movilidad estid estrechamente relacionada
con los cambios de [Ca*']i por lo que medir estos cambios es
fundamental. Este analisis se realiza tradicionalmente usando
colorantes fluorescentes sensibles a calcio y midiendo en dos
dimensiones, despreciando las componentes tridimensionales
que pueden afectar la precision de las medidas. En este trabajo
se presenta un analisis del error que se obtiene en medidas de
fluorescencia 2D cuando no se toma en cuenta la naturaleza
3D del movimiento.

Palabras clave--Fluorescencia, Cilios, Flagelos,
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I. INTRODUCCION

En el movimiento del espermatozoide, el flagelo juega un
papel fundamental, por lo que entender su funcionamiento
es importante para la reproduccion que impacta no solo a la
fisiologia y la salud humana, sino a la ganaderia, la pesca y
a la preservacion de las especies. La reproduccion sexual
requiere de la comunicaciéon entre los gametos, el
espermatozoide y el o6vulo, sin embargo los mecanismos
moleculares involucrados no se conocen con detalle. El
intercambio de informacion entre los gametos, y entre ellos
y su entorno, esta cifrado en buena medida por cambios en
la permeabilidad i6nica de sus membranas. Los canales y
transportadores i6nicos tienen un papel importante en la
movilidad ya que de ellos depende el [Ca®]i que a su vez
regula el nado del espermatozoide [1]. Por la complejidad de
analisis del movimiento de los flagelos, los estudios
reportados han limitado este analisis a dos dimensiones [2,
3, 4], cuando en la realidad, su movimiento se realiza en un
espacio tridimensional.
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En diferentes casos, este tipo de estudios 2D usan
fluor6foros que son sensibles a los cambios en el [Ca*']i.
Un fluordforo es una molécula que emite luz al ser excitada,
con la particularidad de que las longitudes de onda de
absorcion y de emision son diferentes, lo que facilita filtrar
la luz para obtener altos contrastes en las imagenes
adquiridas. En particular, para este trabajo, se empled Fluo4-
AM, un fluoréforo que se une a las moléculas de calcio, lo
cual produce un aumento en la fluorescencia y ademas es
permeable en la membrana celular de los espermatozoides.
Con estas caracteristicas, el Fluo4-AM reporta los niveles de
[Ca*]i presente en el flagelo, siendo la intensidad de
fluorescencia el observable experimental.

El desenfoque es uno de los problemas que aparecen cuando
se  pretende medir la intensidad de la fluorescencia
proveniente del flagelo (estructura tridimensional) en un
solo plano focal a una altura fija. Este efecto se produce por
el movimiento 3D de la célula, teniendo como consecuencia
que la intensidad de luz emitida por el Fluo4-AM se vea
amortiguada en las regiones desenfocadas, llevando a una
medida incierta de la concentracién de [Ca**]i.

El objetivo de este trabajo es determinar la magnitud del
error que se produce al medir en un solo plano 6ptico (2D)
la totalidad de fluorescencia emitida por la estructura
tridimensional del flagelo de espermatozoide de humano.
Para lograrlo, se utilizd6 la configuracion del sistema
reportado en Corkidi et al 2008 [5], en donde se hace oscilar
el objetivo de un microscopio para obtener en intervalos de
tiempos cortos, diferentes planos focales que contienen la
estructura 3D del flagelo, y de esta manera, realizar medidas
3D que minimicen las consecuencias del desenfoque.

II. METODOLOGIA

El dispositivo experimental utilizado para este trabajo,
descrito en [6], consiste en un microscopio optico invertido
Olympus IX71, con una camara Optronis 5000 adquiriendo



a 3000 cuadros por segundo y con resolucion de 512X512
pixeles. Para la reconstruccion 3D de la estructura de las
células, se utilizd un dispositivo piezoeléctrico (Physics
Instruments) acoplado a un objetivo 60x de inmersion en
agua, el cual permite cambiar la altura del plano focal de
manera periddica con una frecuencia de 90Hz y amplitud de
movimiento de hasta 60 micras. Como producto de la alta
resolucion temporal de la camara y la baja intensidad de luz
que emiten las células observadas también fue necesario
acoplar un intensificador de luz Hamamatsu (C9016-04).
Como fuente de excitacion del fluoréforo se utilizoé una luz
LED emitiendo a 490 nm y un bloque de filtros apropiados
para Fluo 4 para separar la banda de luz emitida por las
células, de la utilizada para excitarlas.
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Planos
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Figura 1. A) Representacion de un espermatozoide y los distintos planos
focales que lo enfocan en distintos puntos de su estructura. La distancia
entre planos es de 1.3 micras y la frecuencia de oscilacion del
piezoeléctrico de 90Hz. B) Secuencia de iméagenes correspondientes a un
ciclo de oscilacion del piezoeléctrico.

La muestra biologica de semen se colecta de un donador en
un frasco estéril de plastico y se incuba en una camara
humeda a 37° C y 5% de CO, durante ~40 minutos para su

licuefaccion. Después, se separan los espermatozoides
moviles mediante la técnica de “swim-up” (del inglés, nado
hacia arriba dentro de un tubo con medio HAM’s F-10) [7].

La [Ca2+]i se mide incubando a los espermatozoides de
humano aislados en medio de registro que contiene 10 pM

de Fluo-4 AM (fluoroforo de Ca2+) durante 30 minutos.
Posteriormente se centrifuga la suspension y la pastilla
célular se resuspende en medio de registro.

La Figura 1A muestra un esquema de la adquisicion de las
imagenes. La oscilacion del plano focal permite el enfoque
de las distintas regiones del flagelo a distintas alturas,
pudiendo reconstruir la estructura completa en cada
oscilacion del piezoeléctrico. La Figura 1B muestra un

conjunto de imagenes consecutivas correspondientes a un
ciclo del movimiento del piezoeléctrico encargado de
cambiar la altura del plano focal.

El analisis de las imagenes se llevo a cabo en dos etapas. En
la primera se utilizo la herramienta Simple Neurite Tracer
[6], el cual es un plugin que se encuentra embebido dentro
de ImageJ, software gratuito de procesamiento de imagenes
[8]. Existen otros métodos y algoritmos capaces de
segmentar estructuras tubulares [9], sin embargo, no todas
tienen una implementaciéon disponible para uso gratuito y
habria que implementarlas. Este plugin tiene como funcion
la segmentacion de estructuras tubulares en un conjunto de
imagenes que reconstruyen un volumen en el espacio; utiliza
algoritmos de tipo bidireccional y el Hessiano para
determinar las coordenadas de la estructura. Con esta
herramienta se obtiene un conjunto de puntos que representa
la posicion fisica del flagelo en cada ciclo del piezoeléctrico.
De esta manera, usando como unidad de tiempo los ciclos,
es posible obtener la dindmica del flagelo en 3D y hacer una
proyeccion bidimensional del mismo que servird para
comparar las medidas en tres y dos dimensiones.

3D /

Figura 2. Del lado izquierdo se muestra que el conjunto I 3p Se

reconstruye tomando en cuenta todas las imagenes que contiene parte de la
estructura del flagelo. Del lado derecho, para dos imagenes,
correspondientes a alturas distintas, se muestra en rojo la seccion enfocada
del flagelo y en verde la proyeccion del resto de la estructura. Ambas

secciones corresponden al conjunto I 2D-

La segunda parte del analisis se enfoca en la comparacion
entre la medida 3D de la fluorescencia del flagelo y su
analoga 2D. Para alcanzar este propoésito es necesario definir
dos conjuntos de puntos. Llamaremos I, al conjunto

de puntos que contiene la estructura tridimensional del
flagelo y al conjunto que contiene la proyeccion
bidimensional la designaremos como El conjunto
tridimensional se obtiene directamente de Simple Neurite
Tracer. Su contraparte bidimensional es extraida haciendo
una proyeccion de las distintas partes enfocadas del flagelo
y proyectandolas sobre una de estas imagenes. La Figura 2
muestra un esquema de este proceso. El lado izquierdo

L,
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muestra que con el conjunto de imagenes que contienen al
flagelo se construye I, la Figura 2B muestra una
representacion de la proyeccion 2D. La parte roja del flagelo
representa la seccidon enfocada para esa imagen particular y
en verde se muestra la seccion proyectada desde las otras
imagenes. Aqui se puede observar que para cada ciclo van a

existir varios subconjuntos I, ;.

Si se toma a Iy, como la medida real y a I,

como una medida obtenida en un solo plano focal, es posible
definir al error en 2D como:

I
E=->E (1)

I

Esta medida tiende a 1 cuando el flagelo tiende a nadar en
un solo plano focal debido a que los conjuntos son iguales.
La medida tiende a cero cuando el flagelo tiene una
componente Z mayor debido a que solo una parte esta bien
enfocada.

III. RESULTADOS

La Figura 3 demuestra en primera instancia que el flagelo
del espermatozoide, a pesar de nadar sobre una superficie
plana de vidrio, bate en un espacio tridimensional. Para
demostrar esto, se segmentd de manera tridimensional
durante aproximadamente 5 batidos, el flagelo de 4
espermatozoides (cada uno representado por un color). La
grafica muestra que durante el batido flagelar, la dimension
de la componente Z (numero de planos focales
perpendiculares al plano del vidrio) existe (batido
tridimensional), y a manera de un histograma, se muestra
como esa componente puede abarcar valores de entre 2 'y 10
planos focales (equivalentes a 2.6 y 13 micras
respectivamente), y con un valor medio de 4 planos focales
(5.2 micras).

Por otra parte, la Figura 4 muestra el valor de E, definida en
la Ecuacion 1, para las cuatro células en una ventana de
tiempo. En la figura, es claro que para cada ciclo del
movimiento del dispositivo piezoeléctrico, hay tantos
valores de £ como planos en los que esta contenido el batido
del flagelo. Se puede apreciar que el intervalo en que varia
E es (0.75, 1). Es decir, el intervalo de variacion representa
un porcentaje de error de hasta 25% que corresponderia al
plano donde el flagelo presenta mayor desenfoque.
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Figura 3. Histograma de la componente Z del flagelo para cuatro células
que nadan sobre la superficie de un vidrio. El valor medio de la
componente tridimensional es de 4 planos lo que significa una componente
vertical de 5.2 micras en promedio.
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Figura 4. Grdfica de E como funcion del ciclo del piezoeléctrico para
cuatro células. Los distintos valores de E para un mismo ciclo corresponden
a las magnitudes de error en la medida de fluorescencia segin su
desenfoque. Esta medida tiende a 1 cuando el flagelo tiende a nadar en un
solo plano focal y tiende a cero cuando el flagelo tiene una componente Z
mayor debido a que solo una parte esta bien enfocada.

La Figura 5 muestra la tendencia de la medida (error medio)
como funciéon de Z De la grafica es claro que hay una
correlacion entre el error en la medida 2D y Z.
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Figura 5. Medida del E como funcién de Z. La tendencia muestra que el
error en la medida es proporcional a Z.

III. DISCUSION

De los resultados obtenidos, se puede apreciar en primera
instancia, que el batido de los flagelos de los
espermatozoides estudiados es tridimensional a pesar de que
éstos describan trayectorias de movimiento 2D cuando estan
pegados a la superficie de un vidrio. Esto es de vital
importancia ya que tradicionalmente, por las dificultades
técnicas que representa estudiar estas células en 3D, se
desprecia esta componente, la cual hemos demostrado en
este trabajo, que introduce errores no despreciables en las
medidas de [Ca*']i.

Es importante hacer notar que el error maximo reportado en
este estudio estd en proporcion a la componente
tridimensional particular que presentaron los
espermatozoides que se analizaron. Por lo que este error no
representa un valor absoluto maximo y puede incrementarse
considerablemente en funcion del movimiento particular de
la poblacion estudiada. Este analisis no pretende acotar el
rango de error en valores absolutos, sino demostrar que
segun el propdsito, resolucion y sensibilidad del analisis del
[Ca*]i para estudios de motilidad o calcio en
espermatozoides, sera necesario considerar la componente
del movimiento tridimensional del flagelo.

IV. CONCLUSIONES

El proceso de observar un objeto tridimensional a través de
un microscopio con plano focal fijo conlleva un error de

medida intrinseco. Dicho error proviene de la incapacidad
de enfocar la estructura completa. Al variar el plano focal es
posible capturar la estructura bajo observacion de manera
adecuada, y por lo tanto, tomar una medida precisa. Los
resultados muestran una variacion de la intensidad de
fluorescencia entre las medidas 2D y 3D de hasta el 26%,
como consecuencia del desenfoque. Como es natural
esperar, esta diferencia tiende a aumentar con Z pudiendo
llegar a valores aiin mayores.
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