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Resumen — Los espermatozoides se capacitan
quimicamente en el tracto genital femenino para fecundar al
6vulo, y cuando dicho proceso ocurre, éstos presentan un
cambio en su motilidad llamado “hiperactivacién”. En este
trabajo se presenta el analisis 3D de diversas métricas sobre el
batido flagelar del espermatozoide de humano con el objetivo
de diferenciar entre movimiento activado e hiperactivado,
obteniendo resultados satisfactorios sobre métricas que en
primera instancia pueden permitir una separacion adecuada, y
dejando las puertas abiertas para un analisis mas profundo de
los parametros que permita una clasificacién éptima.

Palabras clave— Clasificacion, espermatozoide, flagelo,
imagenes 3D.
I. INTRODUCCION

Los espermatozoides han sido de gran interés debido a
su papel fundamental en la reproduccion humana. La
capacitacion de estas células es un proceso bioquimico de
interés que ocurre en el tracto genital femenino, mediante el
cual, éstos se vuelven capaces de fecundar al 6évulo. Dicho
proceso tiene como consecuencia un cambio en la motilidad
del espermatozoide denominado “hiperactivacion”. En esta
modalidad se observa que la trayectoria del espermatozoide
deja de ser rectilinea, presentando fuertes impulsos de la
cabeza y donde su flagelo se mueve de forma asimétrica [1],
tal como se muestra en la Fig 1.

El proceso de capacitacion se ha estudiado
tradicionalmente en dos dimensiones (2D) con el sistema
CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis), el cual ha
permitido hacer la clasificacion de espermatozoides a través
del analisis de la trayectoria que éstos siguen (por medio del
rastreo de su cabeza). Sin embargo, el analisis que realiza
dicho sistema desprecia la informacion que proporciona el
movimiento del flagelo, el cual es de suma importancia,
puesto que es lo que permite el desplazamiento de estas
células.

En el 2008 se revoluciond la manera de observar los
espermatozoides, dado que Corkidi ef al. [2] desarrolldé un
sistema que permitidé por primera vez la cuantificacion de
trayectorias  tridimensionales descritas por multiples
espermatozoides simultdneamente, y recientemente sobre su
batido flagelar en tres dimensiones (3D) [3]. Con la
informacion tridimensional que proporciona este sistema, ha
sido posible concluir que el movimiento del flagelo es
diferente de lo que se esperaba y que se estd perdiendo
informacion relevante cuando solamente es estudiado en 2D
[3,4]. Lo anterior es de gran importancia para entender el
funcionamiento de dichas células, ya que naturalmente, éstas

no se mueven unicamente sobre una superficie, sino que
también lo hacen libremente en un espacio tridimensional.

Actualmente ya existen diversos sistemas que permiten
la reconstruccion en tercera dimension del flagelo de los
espermatozoides, una de las mas novedosas es la
microscopia sin lentes, la cual permite analizar multiples
células al mismo tiempo mediante deteccion holografica [5],
otra de ellas es el algoritmo de “Rayleigh-Sommerfeld
Back-Propagation” sobre un video bidimensional tomado a
un solo plano focal [6], sin embargo, en ninguna de estas
técnicas puede ser utilizada la fluorescencia, que es
empleada para la deteccion de los procesos bioquimicos
basicos que ocurren en el espermatozoide, por la naturaleza
incoherente de la luz emitida. La aplicacion final de los
resultados del desarrollo de este trabajo pretende realizarse
sobre imagenes con fluorescencia, por tal motivo el empleo
de dichas técnicas fue descartado, optandose por utilizar el
sistema desarrollado por Corkidi et al. [2,3] que es lo
suficientemente sensible para medir la diferencia entre los
distintos tipos de batido, y el cual no presenta dicha
limitante.

En estudios realizados en 3D hoy en dia no es posible
observar la trayectoria y el batido flagelar del
espermatozoide simultaneamente, ya que la memoria
requerida para almacenar la dinamica flagelar 3D (corto
plazo) y la trayectoria que describe la cabeza de esta célula
(mediano plazo) rebasa la capacidad de las camaras de alta
velocidad actuales. Es por esto que este trabajo presenta
métricas basadas unicamente en la forma del batido flagelar,
con el objetivo de que la clasificacion pueda realizarse bajo
dichas circunstancias; pero sobre todo, porque ya se conoce
que hay diferencias entre la motilidad del flagelo en dos y
tres dimensiones. Asi pues se presenta un andlisis de
diversas métricas representativas del movimiento del flagelo
en 3D que podrian permitir una clasificacion mas exacta
entre espermatozoides activados e hiperactivados, utilizando
la informacién espacial tridimensional como funcion del
tiempo. Los resultados que permitan esta clasificacion seran
utiles en estudios acerca de la motilidad del espermatozoide,
lo cual tiene una repercusion importante en el entendimiento
de su fisiologia, ya que ésta, esta ligada al proceso de
fecundacion.

II. METODOLOGIA

Como primera etapa en este trabajo se realiza la
obtencion de muestras de semen de humano y éstas se
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preparan bioquimicamente en un laboratorio para que pueda
ser apropiada para nuestros fines. Se obtiene dos tipos de
poblaciones, una de espermatozoides activados (sin
capacidad de fecundar), y otra en la que una proporcion de
ellos se capacita artificialmente usando bicarbonato,
alblimina y Ca®".

Las imagenes se obtuvieron haciendo uso del sistema
desarrollado por Corkidi ef al. [2,3], que haciendo uso de un
piezoeléctrico, el cual oscila con una funcion triangular
acercando y alejando iterativamente la lente de la camara a
la muestra, proporciona una secuencia de imagenes
enfocadas a diferentes planos focales, asi como la altura a la
que fue capturada cada imagen. Con dicha informacion,
haciendo una correspondencia de cada imagen con su altura,
se llevo a cabo una reconstruccion en tres dimensiones de la
célula para cada tiempo, obteniendo asi secuencias de
imagenes en 3D.

De las secuencias de imagenes obtenidas, después de
haberse familiarizado con el movimiento caracteristico de
los espermatozoides de cada clase, se hizo una seleccion de
espermatozoides tipicos en muestras no sometidas al
proceso de capacitacion artificial, y otra de los
espermatozoides con patrones de hiperactivacion en las
muestras capacitadas.

Las imagenes obtenidas se sometieron a un algoritmo de
segmentacion del flagelo desarrollado por Hernandez-
Herrera et al. [7], para identificar el conjunto de sus
coordenadas (x,y,z) para cada tiempo (Fig. 2). Este
algoritmo identifica los pixeles (x,y) correspondientes a la
parte enfocada del flagelo en cada plano focal y los asocia
con su altura (z).

Una vez dadas las listas de coordenadas del flagelo de
los espermatozoides se procedid a realizar diversas métricas
geométricas.

1) Angulo en Yy Z respecto a X de la recta definida

por el primer y ultimo punto del flagelo. Sea (x;, yi,
z;) el punto correspondiente al centro de la cabeza
del espermatozoide o punto inicial del flagelo al
tiempo ¢, y sea (xr, yVr zrp) el ultimo punto
reconocido o punto final del flagelo, para el mismo
tiempo ¢, obtenemos:

Mreey () = (Vr — ¥/ (xp — 1) (1)
arecY(t) = tan_l(mrecY) )
Myecz (8) = (zp — 21)/ (xp — 1) (3)
arecz(t) = tan_l(mrecz) “4)

donde mecy y mrecz €s la pendiente de larecta Y y Z
en funciéon de X respectivamente, ¥ Qrecy V Qrecz
son los angulos correspondientes a myecy Y Mrecz.

2) Angulo en Yy Z respecto a X de la regresion lineal
definida por los puntos del flagelo. Dada la lista de
n coordenadas correspondientes al flagelo en
un tiempo ¢, se realiza una regresion lineal por
minimos cuadrados, asi se obtiene:

Activado

°

Hiperactivado

Fig. 1. Imagenes obtenidas del sistema [1] de un espermatozoide activado
(arriba) y uno hiperactivado (abajo).

_ Yilxi=0)vi-y)
mrng(t) - ¥ i(x;—%)2 (5)
areg}’(t) = tan_l(mreg}’) (6)
_ Zilxi=%)(z;-2)
mregz(t) - ¥ i(x;—%)2 (7)
aregZ(t) = tan_l(mregz) 3

donde mieqy y myregz €5 la pendiente de la regresion
lineal Y y Z en funciéon de X respectivamente, y
Qregy Y Qregz son los angulos correspondientes a
Myegy Y MyegZ.

3) Distancia maxima a la recta definida por el primer
y ultimo punto del flagelo. Para todos los puntos
(xi,yi,zi) del flagelo en un tiempo ¢, se calcula la
minima distancia d; a la recta definida en 1), es
decir, la distancia sobre una recta perpendicular a la
definida por el flagelo. Entonces, la maxima
distancia a la recta es definida como:

Ainax (£) = max;(d;) ©)

4) Distancia maxima a la regresion lineal definida
por los puntos del flagelo. Definida como en el
inciso anterior, pero donde las distancias d; son
definidas respecto a la regresion definida en 2).

5) Diferencia de angulos entre 2 rectas definidas en el
flagelo. Sean p;=(x; y, z;) el punto inicial del
flagelo, pw=(xm, ym, zm) el punto medio y
pr=(xr, ¥r, zr) el punto final, de la misma manera
que en 1) se estima la pendiente de la recta que
pasa por p; y pu, obteniendo el vector director de la
recta u=(1,Myecy1,Mrecz1), y Otra entre py y pr
obteniendo el vector director v=(1,myecy2,Mrecz2). El
angulo entre ambas rectas se define como:

a=cos™! ((ulv))

[l vl

(10)
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Activado

Hiperactivado

Fig. 2. Graficas de la segmentacion del flagelo de espermatozoides
activados (arriba) y de espermatozoides hiperactivados (abajo), donde la
escala de colores representa la coordenada en z.

6) Diferencia de angulos entre 2 regresiones definidas
en el flagelo. De manera similar a 5), usando la
ecuacion (10), pero aqui los vectores directores se
calculan basandose en la pendiente de las rectas
definidas por la regresion lineal entre todos los
puntos entre p; y pu, y entre py v pr, teniendo asi
M:(], mrng],mregZI) y V:(], Myegy2, mregZZ)-

7)  Razon v=(1,myecyz,Myecz2). de Curvatura Total. Es
la razén de la distancia lineal entre el primer y
ultimo punto del flagelo y la longitud de curva a un
tiempo .

RCT(t) =

Ver—xD2+ -y D2+(zF—2z1)? (11)
iV X4 1=2) 2+ V41—V ) 2+ (Zi41-2)?

III. RESULTADOS

Al graficar las series de tiempo de cada una de las
métricas empleadas en espermatozoides pertenecientes a
cada clase, se observd que existen notables diferencias entre
el comportamiento de éstas. En la Fig. 3 se muestran los
resultados de cada métrica para dos espermatozoides de cada
clase.

En general, se puede notar que el comportamiento de las
series de tiempo de los espermatozoides activados es mas
regular y presenta una amplitud menor en cuanto a los
valores de los parametros a través del tiempo respecto a los
espermatozoides hiperactivados.

Haciendo un analisis mas detallado se encuentra que en
los angulos tanto de la recta como de la regresion, el angulo
en Y y en Z presenta un comportamiento similar en los
espermatozoides  activados, sin embargo, en los
hiperactivados no parece haber relacion alguna entre el
movimiento respecto a Y y respecto a Z.

Ademas, haciendo uso de la Transformada de Fourier
para hacer el analisis de frecuencias de los resultados del
angulo en Y de la regresion lineal, en varios
espermatozoides de ambas clases, se obtuvo como resultado

la Fig 4. En ella se puede observar que la frecuencia mas
significativa para los espermatozoides activados se
encuentra muy cercana a 15.3 Hz, mientras que en los
hiperactivados la componente de frecuencia principal (9 Hz)
se encuentra por debajo de la correspondiente a activados,
ademas de presentar una mayor contribucion por otras
componentes.

Es interesante como la distancia maxima a la recta y a la
regresion presentan resultados muy parecidos sobre el
mismo espermatozoide, sea cual sea la clase a la que
pertenece; y a pesar de que si se puede apreciar una
diferencia entre los resultados de espermatozoides activados
e hiperactivados, son los parametros menos discriminantes
de todos los empleados.

Un parametro que tiene resultados significativos es la
diferencia de angulos entre la regresion lineal de la primera
y de la segunda mitad del espermatozoide, ya que es muy
notable la diferencia entre los resultados de espermatozoides
activados, que presentan un comportamiento casi estable
respecto al de los hiperactivados, que repentinamente tiene
diferencias muy grandes.

Por ultimo, la razén de curvatura total manifiesta un
comportamiento no esperado en el segundo espermatozoide
hiperactivado, ya que no toma valores tan bajos de RCT
como se suponia, sin embargo si se puede observar
diferencia en la variaciéon de los valores respecto al tiempo,
ya que en los activados, la variaciéon es muy pequefia, y en
los hiperactivados, si tienden a variar en mayor medida.

IV. DISCUSION

Los resultados de todos los parametros fueron diferentes
en el caso de espermatozoides activados e hiperactivados,
por lo cual todos podrian ser utiles para la clasificacion, sin
embargo, la técnica de la utilizacion de un umbral como tal
sobre las series de tiempo no podria funcionar, ya que en
todos los casos los parametros pueden tomar los mismos
valores, sus diferencias se encuentran mas bien en la forma
en que el parametro se desenvuelve a través del tiempo.

Para algunos casos un umbral aplicado sobre Ia
amplitud de los datos, que seria la manera mas simple para
la clasificacion, presentaria muy buenos resultados
principalmente en el caso de la diferencia entre angulos de 2
regresiones lineales, medida que aparentemente esta
directamente relacionada con la simetria del flagelo, por lo
tanto, para los espermatozoides activados la diferencia de
los angulos es minima, mientras que para los hiperactivados,
debido a la irregularidad de su batido flagelar, la diferencia
alcanza valores mucho mayores repentinamente.

La amplitud de la RCT también presenta un
comportamiento similar, por lo tanto, se podria utilizar
también un umbral sobre ella, solamente que al ser menos
notable la diferencia, se tiene que tener un poco de cuidado
en los resultados, puesto que se podria presentar menor
precision.
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Fig. 3. Graficas de los parametros a) angulo Y de la recta, b) angulo Z
de la recta, c) angulo Y de la regresion, d) angulo Z de la regresion,
e) distancia maxima a la recta, f) distancia maxima a la regresion,
@) diferencia de angulos entre 2 rectas, h) diferencia de angulos entre 2
regresiones e i) razon de curvatura total, todas respecto a 140 tiempos; 2
espermatozoides activados (izquierda) y 2 hiperactivados(derecha).
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Fig. 4. Espectro de la Transformada de Fourier del parametro “Angulo
enY de la regresion lineal” de espermatozoides activados (arriba) e
hiperactivados (abajo).

Haciendo un analisis mas profundo de los resultados,
empleando la transformada de Fourier para tener
informacién acerca de la frecuencia, entonces las diferencias
se vuelven enormemente notables. Lo anterior indica que,
haciendo el uso mas exhaustivo del espacio de frecuencias,
la clasificacion podria ser mucho mas exacta. Queda como
trabajo a futuro explorar esta estrategia a mayor profundidad
con un grupo de datos de mayor tamafio.

V. CONCLUSION

El presente trabajo presentd avances importantes sobre
métricas 3D en base al movimiento tridimensional del
flagelo de espermatozoides que pueden permitir su
clasificacion entre activados e hiperactivados.

En la siguiente etapa, se hara un analisis detallado de
estos parametros y se seleccionaran los mas representativos
que permitan una clasificacion eficiente. Asimismo, en base
a los resultados aqui presentados, se realizara un estudio en
el que se comparan las métricas aplicadas en 2D y 3D. De
esta manera serd posible definir si la informacion
tridimensional presenta un aporte significativo y cual es la
herramienta que permite realizar una mejor clasificacion.
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