Anales AFA Vol. 34 Nro. 4 (Diciembre 2023 - Marzo 2024) 92-96

ANALISIS ADAPTATIVO DE TRAYECT ORIAS SINUSOIDALES ALTAMENTE
HETEROGENEAS

ADAPTIVE ANALYSIS OF HIGHLY HETEROGENEOUS SINUSOIDAL TRAJECTORIES

P. Grisanti!, M. A. Bettera Marcat !, E. Pulgar’ y V. I. Marconi '~

! Facultad de Matemdtica, Astronomia, Fisica y Computacién - Universidad Nacional de Cérdoba
X5000HUA, Cérdoba, Argentina

2 Aqua Analytix SpA

5090000, Valdivia, Chile

3 Instituto de Fisica Enrique Gaviola (IFEG-CONICET)
X5000HUA, Cordoba, Argentina

Recibido: 28/06/2023; Aceptado: 26/08/2023

El estudio de la dindmica de espermatozoides tiene distintas aplicaciones en la medicina reproductiva, asi como en la
acuicultura o industria pecuaria. Con la motivacién de lograr un andlisis mds objetivo y automdtico de la movilidad
poblacional, se desarrollé un software que permite medir pardmetros de movimiento representativos de la dindmica
espermadtica a partir de sus trayectorias, como la velocidad media, amplitud y frecuencia de cabeceo. El mismo utiliza
un s6lo pardmetro de ajuste, una ventana temporal inicial para promediar, la cual es optimizada recursivamente para
cada célula. Aplicando el mismo a espermatozoides acudticos seguidos a 400 fps, demuestra ser robusto y adaptable a
poblaciones con alta heterogeneidad en sus pardmetros de movilidad.
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The study of sperm motility offers multiple applications in reproductive medicine, as well as in the aquaculture and
livestock industrie. Aiming to achieve a population motility characterization with high precision and automatization, a
software was developed in order to obtain good motility parameters from their trajectories: mean velocity, heading fre-
quency and amplitude. The development requiries only one adjustable parameter, an initial time window for averaging,
which is optimized recursively for each cell. When it is applied to aquatic spermatozoa recorded at 400 fps, it proves to
be robust and adaptable to populations with high heterogeneity in their motility parameters.
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I. INTRODUCCION

En el mundo de los micronadadores es usual que al observar ciertas células autopropulsadas con un microscopio tradi-
cional y seguirlas con un software de tracking, las mismas exhiban trayectorias con formas oscilatorias. Un claro ejemplo
de esto son los espermatozoides. Es posible realizar modelos predictivos de la dindmica de estas células, para los cuales
se necesitan tener datos fehacientes de su movimiento. Estos modelos tienen mdltiples aplicaciones bioldgicas, tanto en
medicina reproductiva [1, 2] como en la acuicultura o industria pecuaria. Por ejemplo, con modernos desarrollos micro-
fluidicos [3, 4] se pueden realizar dispositivos miniaturizados del tipo “lab on a chip” con prometedoras aplicaciones
clinicas.
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FIG. I: Trayectoria oscilatoria de un espermatozoide (puntos rojos) junto al camino medio calculado (cruces azules). Los puntos de la
trayectoria son las posiciones del centro de la cabeza (disco morado) en el tiempo. El punto final de la trayectoria es el disco morado.
En el zoom se muestra la distancia que corresponde a la amplitud de cabeceo ALH (barras marrones) y donde se toman los cruces
para la frecuencia de cabeceo BCF (cuadrados verdes).

Para generar estos modelos es habitual que a partir de las trayectorias 2D se calculen pardmetros de movimiento. Hay
tres parametros en particular que se utilizan en la clinica [5] y en diferentes modelos [1, 6]. Primero, la VAP, average path
velocity, que es la velocidad de un camino medio. El mismo se calcula a partir de la trayectoria seguida, eliminando la
oscilacion o “cabeceo” tipico de la misma, para seguir el desplazamiento medio del centro de masa de la célula, como
se muestra en la Fig. 1. En ésta, los puntos rojos son las posiciones del centro de la cabeza del espermatozoide en cada
imagen, mientras que los puntos azules corresponden al camino medio calculado. El segundo pardmetro es la BCF, beat
cross frequency, y se define como la frecuencia con la cual se cruzan el camino medio y la trayectoria original. Por tltimo,
la ALH, amplitude of lateral head displacement, que se mide como la maxima separacién entre ambos caminos.

Con el fin de realizar este andlisis de movimiento, es estindar emplear ciertos softwares llamados Computer Assisted
Sperm Analysis, CASA, los cuales recuperan las trayectorias de los espermatozoides y permiten el cdlculo de estos para-
metros de movilidad [7]. Disefados originalmente para ser utilizados en espermatozoides humanos, estos son muy ttiles
y se emplean para varias especies. Una dificultad que presentan, por ejemplo, es su generalidad. Sus resultados dependen
de los pardmetros de configuracién, por ejemplo, de deteccién y adquisicién de datos, lo que da lugar a que las mediciones
entre distintos laboratorios puedan variar [8]. Esta variabilidad sucede particularmente con poblaciones que demuestran
distribuciones heterogéneas de sus parametros entre individuos; incluso estos parametros pueden cambiar con el tiempo.
Esta situacién plantea un desafio significativo para su andlisis. Como resultado, puede que la configuracion del software
por defecto no sea la 6ptima para toda la poblacién, o que no sea representativa para todo tiempo. Adicionalmente, no
existe un protocolo estandar a seguir para realizar las mediciones, como tampoco una disposicién experimental sugerida.
Por esta razén se pueden encontrar ciertos problemas a la hora de realizar un modelado objetivo de la dindmica de estas
células.

Con el objetivo de obtener datos de calidad y representativos de la movilidad poblacional espermatica, en este trabajo se
presenta un algoritmo que busca analizar simultineamente multiples trayectorias con los pardmetros adecuados para cada
célula. En suma, su propdsito es llevar a cabo un andlisis eficaz de una gran cantidad de datos de forma automatizada. Esta
herramienta de trabajo espera ofrecer multiples aplicaciones a la industria de la salud humana, ganaderia o acuicultura.

I. METODOS
Preparacion de muestras

Se utilizaron espermatozoides acudticos (aquasperm), dada la variabilidad de los pardmetros que presentan a lo largo
de su tiempo de vida media. Las muestras fueron extraidas y preparadas por colaboradores de Aqua Analytix SpA de
la acuicultura de Chile (comunicacién privada). Dichas muestras se conservan refrigeradas entre 4-6°C por menos de 24
horas, antes de realizar las grabaciones de su movimiento. En el caso de espermatozoides humanos, M. Bettera cedié
datos de su tesis doctoral en fisica, titulada “Dindmica de espermatozoides humanos micro-confinados” (FAMAF-UNC, a
ser publicada en digesto UNC).
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Obtencion de trayectorias

Se filman videos de 400 fps de un segundo de duracidn con una camara Zeiss Lab Al y objetivo Zeiss A Plan phl
10X/0.25 de los espermatozoides acudticos. Para espermatozoides humanos se utiliza una cdmara Andor Zyla VSC-10051
10Xy se grabd a 100 fps [9].

Para realizar el seguimiento de los espermatozoides se utiliza el software BioTracker desarrollado por el grupo de
materia Blanda y Activa en FAMAF-UNC [10, 11]. Este programa estd disefiado para reconstruir las trayectorias de
micronadadores en general, pudiéndolo adaptar segtn la configuracion de pardmetros que se utilicen, y analizar ciertos
aspectos de sus trayectorias, como cambios en su direccién o el largo de trayectoria, entre otros. El mismo consiste en
tres etapas, cada una con su archivo de salida. En este trabajo se utiliza en particular la segunda de éstas, generada con el
programa Linker, el cual conecta las posiciones de los micronadadores de distintas imdgenes para recrear las trayectorias.

Algoritmo de ventana automatica

En primer lugar, para calcular el camino medio se toma el promedio de los puntos de la trayectoria real dentro de cierta
ventana temporal. Por ejemplo, si se utiliza una ventana temporal de diez cuadros, cada posicion del camino medio sera
un promedio de las posiciones de los cinco puntos (o tiempos) anteriores y los cinco posteriores. De esta forma se obtiene
una posicién o camino medio de la trayectoria seguida. El valor de esta ventana temporal varia en funcién del tipo de
trayectoria y de sus parametros de movimiento. Para calcular la velocidad del camino medio (VAP) se utiliza diferencia
centrada de tres puntos.

El método para seleccionar la ventana para cada trayectoria es el siguiente: se desarroll6 un programa en Python que
utiliza una ventana temporal inicial, la cual sigue siendo en cierta forma arbitraria, y genera un camino medio inicial. A
partir de éste se cuenta aproximadamente el nimero de puntos por periodo de la trayectoria. Luego se vuelve a calcular
el camino medio utilizando como ventana esta cantidad de puntos por periodo y se calcula el valor promedio de la VAP
a lo largo de toda la trayectoria. Se suman dos puntos extras a la ventana temporal y se calcula nuevamente este valor
promedio de la VAP. Al cambiar el camino medio y seguir teniendo la misma duracién temporal, cambia la velocidad, y si
este cambio es negativo, se acepta la ventana. Nuevamente, se suman un par de puntos a la ventana y se repite el calculo.
Se contintia de esta forma hasta que el cambio en la velocidad media sea positivo, lo que significa que el camino medio
aument?6 su distancia total y la ventana no es la correcta. Se busca un minimo local de velocidad. De esta manera, con tan
sdlo un pardmetro de entrada libre, el programa selecciona una ventana que se adapte a cada trayectoria celular.

III. RESULTADOS

Ventana Automatica
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FIG. 2: Trayectoria de un espermatozoide seguido por un segundo. En (a)y (b) el camino medio fue calculado con ventanas temporales
distintas, de 28 y 36 puntos, respectivamente. El camino medio de (a) es considerado erréneo, mientras que el de (b), correcto. La
velocidad media del track se indica en cada figura.

En la Fig. 2, se muestra una trayectoria tomada cerca del final de la vida media del espermatozoide acudtico. En las Fig.
2(a) y Fig. 2(b) los caminos medios son calculados con ventanas de tiempo diferentes, de 28 y 36 puntos, respectivamente.
La ventana temporal de 36 puntos en la Fig. 2(b), la cual fue seleccionada automaticamente por el algoritmo, da como
resultado un camino medio correcto, seglin una inspeccién visual directa y criteriosa. Una ventana con un bajo nimero
de puntos mantiene la oscilacién, mientras que un nimero de puntos excesivo puede sobre ajustar. Por otro lado, en el
camino medio de la Fig. 2(a) que se calculé a partir de la ventana temporal de 28 puntos, se pueden observar oscilaciones.
Estas son las que hacen que la velocidad del camino medio aumente, por lo que minimizar la velocidad es equivalente a
“suavizar” el camino.

En cuanto a la eficacia del algoritmo, utilizando un procesador de escritorio Intel Core i7 de duodécima generacion, el
tiempo promedio de calculo para 53 trayectorias de 400 puntos es de 0.9 segundos.

2Detalles del programa estén disponibles, conectarse con email de contacto.
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FIG. 3: Velocidad promedio del camino medio (VAP) de la trayectoria de la Fig. 2, en funcion de la ventana temporal utilizada para
calcular el mismo. Con una cruz roja se indica la ventana temporal utilizada para el camino medio “incorrecto”, mientras que con
una estrella azul el camino medio “correcto”.

En la Fig. 3 se presenta como varia el promedio de la velocidad de todo el camino medio, en funcién del valor de
la ventana temporal utilizada para calcular el mismo. Este grafico fue realizado a partir de la trayectoria de la Fig. 2,
y las ventanas temporales utilizadas en la Fig. 2(a) y Fig. 2(b) se muestran con los mismos simbolos de “Incorrecto” y
“Correcto”. Al comienzo del grifico el camino medio sigue la trayectoria oscilando junto a esta. Mientras se aumenta el
nimero de puntos con el cual se promedia el camino, este se suaviza y la velocidad media disminuye, hasta llegar a un
minimo local. Si se contindia aumentando la ventana temporal, se toman valores de otros periodos de forma incompleta y
la velocidad aumenta, por lo que se generan estas oscilaciones del camino medio nuevamente.

10 20 30 40 50 60 70
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FIG. 4: Distribucion de las ventanas temporales calculadas de forma automdtica para 98 trayectorias, seguidas (duracion temporal)
hasta por un segundo.

Por otro lado, en cada extremo de las trayectorias, hay un total de media ventana temporal de posiciones a las que no
se les calcula su correspondiente posicién del camino medio. Consecuentemente, al incrementar el valor de la ventana
temporal utilizada, la cantidad de puntos en los “bordes” de la trayectoria que no cuentan con un punto correspondiente
en el camino medio también aumenta. Como mencionamos anteriormente, el valor 6ptimo de la ventana temporal estd
relacionado con la cantidad de puntos por periodo. Es por esta razén que este efecto de “borde”, por lo general, es del
orden de medio periodo de la trayectoria.

Si se compara la velocidad del camino medio con una ventana temporal de 20 puntos, 40.9 um/s, con la velocidad
a partir de una ventana de 30 puntos, 32.8 um/s, hay una diferencia de aproximadamente un 20 %. Es por esto que un
cambio en la ventana temporal utilizada puede generar cambios notorios en los pardmetros calculados, y una eleccién
correcta de la misma tiene un papel importante en el andlisis de este tipo de trayectorias.

En la Fig. 4 se presenta la distribucién de ventanas elegidas de forma automadtica para una muestra de 98 trayectorias,
seguidas por un tiempo de hasta un segundo. Se puede observar una alta heterogeneidad en la eleccién de la ventana, siendo
la menor de 8 puntos y la mayor de hasta 68. En general, los espermatozoides acudticos tienen una vida media movil muy
corta, de segundos, que decae heterogéneamente en las distintas células espermadticas de una misma muestra seminal [12].
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FIG. 5: Fragmento de todas las trayectorias seguidas durante un segundo. Con una ampliacion ejemplificando sobre dos de ellas,
marcadas en color rojo y azul, respectivamente. Estas trayectorias tienen distintas duraciones, tyycr, asi como una diferencia de un
orden de magnitud en sus velocidades.

Es por esto que la aplicacién de una ventana temporal idéntica para todos estos caminos no seria representativa de la
muestra. Suponiendo una ventana media de 22 puntos para todas las trayectorias, donde se ubica el pico de la Fig. 4, hay
16 trayectorias cuyas ventanas temporales difieren en mas de 10 puntos de la seleccionada automaticamente. Teniendo
en cuenta la diferencia de 20 % mencionada anteriormente, es probable que estos tracks no sean analizados de una forma
optima, conformando aproximadamente el 16 % de la muestra.

EnlaFig. 5 se presentan algunas trayectorias que fueron seguidas a lo largo de un segundo de video. Ademads, se muestra
una ampliacién sobre dos células en particular, recuadradas del mismo color con el que se resaltan en la respectiva figura
(en rojo y azul). Las velocidades exhiben un orden de magnitud de diferencia, asi como duraciones distintas, siendo éstas
un ejemplo de la sorprendente heterogeneidad que se puede encontrar en tan s6lo un segundo de vida espermdtica. Auin
asi, con el algoritmo de la ventana automatica estas trayectorias pueden ser analizadas de forma independiente, mostrando
buenos resultados para medir los pardmetros de movimiento.

IV. DISCUSION

Una dificultad que se puede encontrar si se quiere analizar una poblacién nueva de espermatozoides, es que en principio
no se sabe cudl es el valor 6ptimo para la ventana temporal para cada trayectoria. Se deberian realizar las mediciones de
forma manual, tratando cada trayectoria individualmente y dificultando el andlisis de una gran cantidad de datos. O como
mencionamos anteriormente, tomar un valor de este pardmetro en comun para toda la poblacién y probablemente analizar
de forma errdnea cierta parte de la misma. Por lo que el desarrollo de una herramienta para automatizar el anélisis aporta
grandes ventajas a la hora de estudiar la dindmica de estas poblaciones. Ademads, el mismo funciona para espermatozoides
con distintas velocidades, desde 30 um/s como en la Fig. 2, hasta 130 um/s como en la Fig. 5.

10 ym

FIG. 6: Fraccion de 3 segundos de una trayectoria de espermatozoide humano, seguido con una frecuencia de adquisicion de 100 fps.
Se utiliza una ventana temporal de 50 puntos y la velocidad promedio del camino medio es de 20 um/s.

De los parametros mencionados en la introduccion, el algoritmo de este trabajo estd pensado inicialmente para calcular
la velocidad, aunque también mejora la precision para la frecuencia y amplitud de cabeceo. Esto se puede observar en las
oscilaciones en el camino medio de la Fig. 2, que pueden alterar la distancia mdxima de separacion entre ambos caminos.

El mismo algoritmo puede ser llevado a espermatozoides de otras especies. Por ejemplo, en la Fig. 6 se muestra una
trayectoria de un espermatozoide humano con una velocidad de 20 um/s. Cabe resaltar que esta velocidad media, asi
como su variabilidad, son mucho menores a las presentadas anteriormente. La misma puede tener un valor medio de
28 um/s, con una desviacién estandar de 10 um/s [1]. Estas, aunque no tengan grandes variaciones en el tiempo, presentan
ciertas irregularidades como las observadas en la Fig. 6, asociadas a su movimiento helicoidal en 3D. Esto da lugar a
una mayor complicacién a la hora de encontrar una ventana adecuada. Como se menciond al comienzo de este trabajo,
estas trayectorias son seguidas en un microscopio tradicional, por lo que son proyecciones de un movimiento 3D a 2
dimensiones. Si se mide a pocos cuadros por segundo se observan simples oscilaciones, pero si se aumenta la velocidad de
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adquisicion, entre 100 a 400 fps, en espermatozoides humanos se observan trayectorias oscilatorias altamente complejas,
como las observadas en la Fig. 6.

Este comportamiento oscilatorio puede afectar la seleccién de la ventana. En este caso, la ventana temporal seleccio-
nada por el algoritmo es de 50 puntos. Vale remarcar que a pesar de lo problematico de seleccionar la ventana para estas
oscilaciones, nuestro algoritmo de todos modos logré encontrar un valor adecuado para el camino medio. Esto demuestra
la capacidad de nuestro programa para adaptarse a diferentes especies, considerando que los parametros que definen sus
trayectorias varfan, aunque todos los espermatozoides presentan un patrén de movimiento similar. El principio fundamen-
tal sigue siendo efectivo, resultando en una herramienta util con amplio espectro de aplicabilidad.

V. CONCLUSION

En este trabajo se presentd un algoritmo para analizar automaticamente trayectorias oscilatorias de multiples microna-
dadores simultdneamente. E1 mismo funciona eficientemente, en cuanto a su automaticidad, para estimar los pardmetros
optimos del algoritmo de andlisis, que de otra manera pueden ser arbitrarios o dificiles de calcular para una gran cantidad
de trayectorias. Resulta una herramienta ttil al momento de estudiar la dindmica de poblaciones de espermatozoides que
presentan una gran heterogeneidad en la distribucién de sus pardmetros, en funcién del tiempo. Su ventaja principal es la
capacidad de adaptarse a los cambios de pardmetros entre trayectorias, en lo que se centra la riqueza del desarrollo y sus
futuras aplicaciones.

AGRADECIMIENTOS

A P. A. Pury, por ayuda en formacién y a A. J. Banchio por discusiones enriquecedoras. PICT-2020-SERIEA-02931.
SECyT-UNC. P. Grisanti agradece a beca Estimulo a las Vocaciones Cientificas, 2022.

REFERENCIAS
[1] H. A. Guidobaldi, Y. Jeyaram, I. Berdakin, V. V. Moshchalkov, C. A. Condat, V. I. Marconi, L. Giojalas y A. V. Silhanek.
Geometrical guidance and trapping transition of human sperm cells. Phys. Rev. E 89, 032720 (2014).

[2] H. A. Guidobaldi, Y. Jeyaram, C. A. Condat, M. Oviedo, I. Berdakin, V. V. Moshchalkov, L. C. Giojalas, A. V. Silhanek y V. I.
Marconi. Disrupting the wall accumulation of human sperm cells by artificial corrugation. Biomicrofluidics 9, 024122 (2015).

[3] R. Nosrati, P. J. Graham, B. Zhang, J. Riordon, A. Lagunov, T. Hannam, C. Escobedo, K. Jarvi y D. Sinton. Microfluidics for
sperm analysis and selection. Nature Rev. Urol. 14, 707-730 (2017).

[4] S. Zeaei, M. Z. Targhi, I. Halvaei y R. Nosrati. High-DNA integrity sperm selection using rheotaxis and boundary following
behavior in a microfluidic chip. Lab Chip 23, 2241-2248 (2023).

[51 WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen, sixth edition. World Health Organization, HRP.
2021.

[6] M. A. B. Marcat, M. N. Gallea, G. L. Mifio, M. A. Cubilla, A. J. Banchio, L. C. Giojalas, V. I. Marconi y H. A. Guidobaldi.
Hitting the wall: Human sperm velocity recovery under ultra-confined conditions. Biomicrofluidics 14, 024108 (2020).

[71 R. Amanny D. Waberski. Computer-assisted sperm analysis (CASA): Capabilities and potential developments. Theriogenology
81, 5-17 (2014).

[8] C. Caldeira, S. Hernandez-Ibafiez, A. Valverde, P. Martin, J. G. Herranz-Jusdado, V. Gallego, J. F. Asturiano, B. Dzyuba, M.
Psenicka y C. Soler. Standardization of sperm motility analysis by using CASA-Mot for Atlantic salmon (Salmo salar), European
eel (Anguilla anguilla) and Siberian sturgeon (Acipenser baerii). Aquaculture 502, 223-231 (2019).

[91 M. A. B. Marcat. Tesis Doctoral en Fisica. FAMAF - UNC (A ser publicada) (2023).

[10] J. A. Sanchez, P. A. Pury y V. Marconi. Un algoritmo modular para el seguimiento de particulas en videos de microscopia.
Mecanica Computacional XXXIV, 3443-3450 (2016).

[11] M. G. Reyes. Seguimiento de particulas en videos de microscopia. Tesis de grado en Ciencias de la Computacién, FAMAF -
UNC (2017).

[12] C. Caldeira, A. Garcia-Molina, A. Valverde, D. Bompart, M. Hassane, P. Martin y C. Soler. Comparison of sperm motility
subpopulation structure among wild anadromous and farmed male Atlantic salmon (Salmo salar) parr using a CASA system.
Reproduction, Fertility and Development 30, 897 (2018).

Grisanti et al. / Anales AFA Vol. 34 Nro. 4 (Diciembre 2023 - Marzo 2024) 92-96


http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1103/PhysRevE.89.032720
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1103/PhysRevE.89.032720
http://dx.doi.org/http://dx.doi.org/10.1063/1.4918979
http://dx.doi.org/http://dx.doi.org/10.1063/1.4918979
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1038/nrurol.2017.175
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1038/nrurol.2017.175
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1039/D2LC01190E
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1039/D2LC01190E
https://www.who.int/publications/i/item/9789240030787
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1063/1.5143194
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1063/1.5143194
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2013.09.004
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2013.09.004
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2013.09.004
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2018.12.001
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2018.12.001
http://hdl.handle.net/11086/547804
http://hdl.handle.net/11086/6013
http://hdl.handle.net/11086/6013
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1071/RD17466
http://dx.doi.org/https://doi.org/10.1071/RD17466

	INTRODUCCIÓN
	MÉTODOS
	Preparación de muestras
	Obtención de trayectorias
	Algoritmo de ventana automática

	RESULTADOS
	Ventana Automática

	DISCUSIÓN
	CONCLUSIÓN

