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Resumen

El presente documento titulado “Analisis y clasificacion de los patrones de batido del flage-
lo del espermatozoide mediante imagenologia en 3D+t” aborda una investigacion detallada
sobre el movimiento del flagelo del espermatozoide, utilizando técnicas de reconocimiento
de patrones y clasificacion no supervisada. El estudio se diferencia de los métodos tra-
dicionales, como el andlisis CASA, al ofrecer un enfoque mas profundo y detallado del
movimiento flagelar en 3D, proporcionando asi una comprension mas completa de la fer-
tilidad masculina.

El documento profundiza en los detalles técnicos y tedricos del reconocimiento de patro-
nes, cubriendo los enfoques estadistico, estructural, de comparacién de plantillas y redes
neuronales artificiales. Se enfoca en cémo estas técnicas se pueden aplicar especificamente
para identificar y clasificar los patrones de movimiento del flagelo del espermatozoide, un
aspecto crucial para entender la fertilidad masculina.

En el capitulo sobre la infertilidad, se proporciona un contexto global sobre este problema
de salud y se destaca la importancia de la motilidad espermatica en la fertilidad. El docu-
mento vincula esta probleméatica con la necesidad de técnicas de analisis mas avanzadas y
precisas.

En cuanto al espermatozoide humano, se describe su estructura y funcién, enfatizando
cémo el flagelo impulsa el movimiento del espermatozoide. Se resalta la importancia de
entender estos movimientos para evaluar la fertilidad masculina y se discuten las implica-
ciones clinicas de los patrones de movimiento anormales.

El anélisis de semen asistido por computadora (CASA) se presenta como una técnica exis-
tente, y se contrasta con la nueva metodologia propuesta en el documento. Se argumenta
que, aunque CASA es ttil, el nuevo enfoque en 3D proporciona una visién maés detalla-
da y completa de la motilidad espermaética, lo que podria mejorar significativamente la
evaluacién de la fertilidad masculina.

En general, el documento presenta un estudio innovador en el campo de la biologia re-
productiva, proponiendo métodos avanzados para el andlisis detallado de la motilidad
espermatica, con el objetivo de mejorar la comprensién y el tratamiento de la infertilidad
masculina.
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Capitulo 1

Introduccion

El reconocimiento de patrones, fundamental en nuestro estudio, implica la extraccion y
seleccion de caracteristicas especificas para clasificar datos en diversas categorias. Esta
técnica es crucial en el procesamiento de senales e imagenes digitales, como las utilizadas
para analizar los patrones de movimiento del espermatozoide. Existen dos tipos de clasifi-
cacion, supervisada y no supervisada. La clasificacion supervisada se realiza con datos que
tienen una clase o categoria predefinida, mientras que la clasificaciéon no supervisada utili-
za datos sin etiquetas, es decir, que no tienen clase o categoria predefinida. En el contexto
de imagenes biomédicas, el procesamiento de imagenes se realiza en dos pasos, el procesa-
miento de bajo nivel y de alto nivel. Segiin Meyer et al. [39], el procesamiento de imagenes
en el contexto biomédico implica tanto el procesamiento de bajo nivel, que incluye el pre-
procesamiento, la segmentacion y el filtrado de imagenes, como el procesamiento de alto
nivel, que se aplica a los datos obtenidos para su clasificacion. Sin embargo, es importante
destacar que la integracion simultdnea de multiples niveles de procesamiento de imagenes
es un tema de investigacién activo en el campo del procesamiento de imagenes. Tanto el
reconocimiento de patrones, como el procesamiento de imégenes y la clasificacién de datos

se han utilizado en diversas dreas cientificas, una de ellas es en fisiologia en el andlisis de
fertilidad.

En la biologia reproductiva, los gametos se dividen en dos categorias principales: los es-
permatozoides en los organismos masculinos y los évulos (u ovocitos) en los organismos
femeninos. Los gametos son células especializadas que desempenan un papel fundamental
en la reproduccién sexual de los organismos. Estas células haploides, es decir, que tienen la
mitad del nimero normal de cromosomas, son esenciales para la formacién de nuevos in-
dividuos durante la fertilizacién. El espermatozoide, es la célula especializada responsable
de la fertilizacién en los organismos masculinos, se compone de dos partes principales: la
cabeza y el flagelo (ver Figura 2.4). La cabeza contiene el material genético necesario para
la fertilizacion, mientras que el flagelo proporciona la motilidad necesaria para desplazarse
hacia el évulo.

La fertilidad humana es una de las areas cientificas de gran interés y desarrollo, tanto
para promover la concepciéon como para inhibirla. La motilidad de los espermatozoides
en mamiferos es un tema de gran importancia debido a la creciente tasa de infertilidad
humana y la posible mejora de la progenie animal [21]. En este sentido, desde hace més
de dos décadas se utiliza el procesamiento de imagenes de espermatozoides para obtener
parametros de fertilidad utilizando medidas cuantitativas asociadas a su nado [42]. En
la reproduccién de mamiferos, los espermatozoides deben de viajar a través del tracto




femenino (oviducto) para fecundar al 6vulo; a pesar de la gran cantidad de espermato-
zoides que arriban al sitio de fertilizacion sélo un espermatozoide logra fecundar al 6vulo
[14]. El transporte del espermatozoide a través del oviducto puede durar desde minutos
hasta horas, no obstante, este tiempo no es necesariamente para la acumulacién de es-
permatozoides ni tampoco asegura la fecundacion del évulo [8]. Durante este trayecto, el
espermatozoide es sometido a una serie de reacciones bioquimicas que en conjunto se co-
nocen como capacitacién. La hiperactivacién (HA) de la motilidad del espermatozoide,
es una de las consecuencias de la capacitacién, la cual implica cambios en el patrén del
batido flagelar [28, 33, 57]. Este cambio es producido por variaciones fisiol6gicas que le
permiten al espermatozoide obtener la capacidad de arribar y fecundar al 6vulo [8]. Hoy
en dia la informacién que se tiene sobre como el espermatozoide viaja a través del tracto
femenino hasta la zona de fecundacion es limitada [52].

Desde hace 60 afios, el estudio de la infertilidad masculina se realiza mediante el analisis de
semen [7]. En sus inicios, dicho estudio se realizaba inicamente por un andlisis visual de la
muestra. Actualmente, en los laboratorios de investigacion, asi como en clinicas de fertili-
dad el semen se somete a un analisis cualitativo por expertos del tema, y recientemente con
el uso del procesamiento imégenes en dos dimensiones (2D). Los andlisis de semen proveen
informacién clinica importante sobre el potencial de fertilidad, especificamente la funcién
testicular (ver Cuadro 2.1). No obstante, las mediciones visuales como el conteo de esper-
matozoides, porcentajes de motilidad y morfologia, son subjetivas e imprecisas. Davis et
al. [14] discuten un estudio en el que 26 técnicos analizaron visualmente una muestra para
determinar los porcentajes de motilidad de los espermatozoides, los resultados variaron de
un 30 % hasta un 80 %.

El “Anélisis de Semen Asistido por Computadora” (CASA, por sus siglas en inglés) es un
software desarrollado para el estudio de infertilidad que ha constituido una referencia a
nivel mundial. Con el uso de esta tecnologia se mostré que los sistemas computarizados son
méas objetivos que el andlisis visual [14]. CASA, clasifica la muestra mediante parametros
definidos respecto al movimiento de la cabeza del espermatozoide en imégenes 2D. A pesar
de que el flagelo del espermatozoide es el que rige el movimiento de la cabeza, debido
a su rapido batido, ha sido complicado establecer los parametros asociados a éste. Los
parametros que se obtienen del andlisis CASA, son valores estandarizados en un marco de
referencia que determinan si un espermatozoide es capaz de fecundar al évulo, es decir se
encuentra en un estado hiperactivado. Sin embargo, Niederberger et al. [43] menciona que
no se debe considerar a un hombre fértil o infértil basandose en un rango de referencia, ni
ser colocado en el contexto de los rangos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
debido a que todos los datos estan “sujetos a interpretaciéon en el contexto del cuadro
clinico”.

Existen trabajos publicados que utilizan aprendizaje automatico sobre la morfologia del
espermatozoide. Recientemente, se publicé el sistema CASAnova que utiliza aprendizaje
automatico supervisado usando méquinas de soporte vectorial (SVM, por sus siglas en
inglés) para mejorar y automatizar la clasificacién en 2D, de varios de los patrones de
motilidad del espermatozoide de humano durante la capacitacion in vitro [23]. Este sis-
tema, se basa en los pardmetros clasicos 2D del sistema CASA y no incluye parametros
del movimiento flagelar que podrian contener informacion sobre el estado de fertilidad del
espermatozoide. En Javadi et al. [31] utilizaron una red neuronal convolucional (CNN, por
sus siglas en inglés) para clasificar espermatozoides en normales y anormales para detec-
tar diferentes caracteristicas morfolégicas en diferentes partes del espermatozoide humano.




Para evaluar la precisién de los resultados utilizaron la medida Fjg' (conocida también co-
mo F-score) que se calcula mediante la precision y la sensibilidad, que de igual manera son
métricas de rendimiento del clasificador. La red logré puntajes Fy s de 84.74 %, 83.86 % y
del 94.65 % en la deteccién de anomalias en el acrosoma, la cabeza y vacuola, respectiva-
mente. Sin embargo, este sistema no mide la motilidad del flagelo del espermatozoide. Un
trabajo similar, el de Riordon et al. [47] donde utiliza una red VGG16, red convolucional

profunda, para la categorizaciéon de formas de la cabeza del espermatozoide definidas por
la OMS.

En la investigacion de imagenes de espermatozoides existen tres problemas computaciona-
les principales: la deteccién, el seguimiento y la clasificacién [50]. En los tltimos afios se ha
progresado significativamente en la tecnologia requerida para analizar los espermatozoides
en un entorno tridimensional empleando microscopia holografica digital para la deteccién
de multiples espermatozoides [12, 13, 32] y mediante microscopia de fluorescencia [11].
Corkidi et al. [11], desarrollaron un sistema para el rastreo y el andlisis de multiples tra-
yectorias de espermatozoides en 3 dimensiones (3D) capaz de adquirir el batido flagelar en
3D a lo largo del tiempo, 3D+t. Silva et al. [51] reportaron las primeras segmentaciones
en 3D del flagelo del espermatozoide. En el 2017, se desarrollé un sistema de microscopia
de fluorescencia con una tasa de adquisicién suficientemente alta para capturar el movi-
miento flagelar de los espermatozoides en 3D+t [10]. Los datos generados alcanzan miles
de imagenes por experimento, para una condiciéon se pueden obtener 8,000 imagenes por
segundo, hasta por 5.46 segundos, resultando en una gran cantidad de datos para procesar.
Comparado con el nimero de imagenes necesarias para el analisis CASA (ver Secc. 2.3.3)
que requiere de por lo menos 1 segundo de imagenes adquiridas, no obstante dependen
de la tasa de adquisicién del sistema (60 Hz, 90 Hz, 100 Hz). Herndndez-Herrera et al.
[27], desarrollaron un algoritmo iterativo para la segmentacion del flagelo del espermato-
zoide a partir de imagenes 3D+t de fluorescencia con una relacién de senal-ruido (SNR,
por sus siglas en inglés) tan bajas como 1.8. Este valor de senal-ruido en microscopia de
fluorescencia es bajo comparado con los requerimientos de otros algoritmos para la seg-
mentacion de imagenes en estas técnicas. Estos resultados proporcionan informacion de
cada espermatozoide en 3D, pero ain mas importante con la descripcién de su flagelo a lo
largo del tiempo. En comparacién con CASA (ver Secc. 2.3.3), este algoritmo analiza una
célula a la vez. Davis et al. [14] menciona que estudiar células individualmente, propor-
ciona resultados mas precisos de una poblaciéon que los métodos de evaluacién cualitativa
y cuantitativa de la examinacién del semen. Debido a que son subjetivos y estdn sujetos
a diferentes factores bioldgicos, como la preparacion de la muestra, la adquisicién de las
imagenes y el sistema de andlisis; ademas que es més importante estudiar la motilidad y
los patrones de movimiento de los espermatozoides ya que es un reflejo de los mecanismos
bioldgicos.

Como se mencioné anteriormente, el analisis de la motilidad de los espermatozoides hu-
manos se realiza en imagenes 2D, tomando dnicamente como referencia la trayectoria de
la cabeza y clasificAndolos basandose en un marco de referencia preestablecido. Sin em-
bargo, este enfoque limita la informacién que se puede obtener y hace que los resultados
dependan del experto que los analice, lo que conlleva a una clasificacién sesgada y sub-
jetiva. Cabe mencionar que, aunque existen analisis del batido flagelar en 2D, no hay un
sistema que clasifique los patrones de motilidad de los espermatozoides ni en 2D ni en 3D

1
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basado en el flagelo, lo que dificulta la caracterizaciéon de los mismos. Es por ello que el
presente proyecto se enfocé en alcanzar diversos objetivos para avanzar en la caracteriza-
cién y clasificacion del batido flagelar en 3D. El objetivo principal consistié en determinar
descriptores representativos del patrén de movimiento flagelar. Para lograrlo, se llevaron
a cabo andlisis exhaustivos y se identificaron atributos relevantes para la clasificacién no
supervisada para espermatozoides hiperactivados.

Este estudio se centra en el reconocimiento de patrones aplicado especificamente al anélisis
del movimiento del flagelo del espermatozoide, una técnica esencial en el estudio avanzado
de la fertilidad masculina. Como resultado de este estudio, se lograron exitosamente los
objetivos planteados:

= Identificar descriptores representativos del batido flagelar del espermatozoide.
= Establecer atributos adecuados para la clasificacion del batido flagelar.

= Generar un valioso conjunto de informacion sobre los patrones de movimiento flagelar
presentes en la base de datos utilizada.

Estas contribuciones representan avances significativos en el campo de la caracterizacién
del batido flagelar en 3D y sus implicaciones en la biologia reproductiva.




Capitulo 2

Antecedentes

El andlisis de las trayectorias en 3D+t es complejo debido a la gran cantidad de informacién
que contienen comparado con los datos en 2D+t. Sin embargo, la capacidad de analizar
trayectorias en 3D+t es relevante para una variedad de aplicaciones, como el anélisis de
movimiento de células o microorganismos. En este trabajo nos enfocamos en el analisis de
trayectorias de espermatozoides, especificamente para la evaluacién de su motilidad.

En el reconocimiento de patrones y visién por computadora, el ajuste de modelos primitivos
a imagenes es una tarea basica que permite la reduccién y simplificacion de los datos para
su procesamiento posterior [19]. En este capitulo se describen las bases del reconocimiento
de patrones, la clasificacién asi como de los métodos utilizados para la extraccién de
caracteristicas y la clasificacion de los datos.

2.1. Reconocimiento de patrones

El reconocimiento de patrones es el proceso de identificar y clasificar un conjunto de
datos. En el contexto de nuestra investigacion, se centra en identificar y clasificar patrones
especificos en el movimiento del flagelo del espermatozoide, una técnica innovadora en el
campo de la fisiologia. En el reconocimiento de patrones, el término patrén se interpreta
de manera amplia y no necesariamente implica una repeticién [18]. Es la entidad que se
busca reconocer o identificar en un conjunto de datos; ejemplos de ello, son texturas en
imagenes, formas en 2D o 3D, el reconocimiento de niimeros, por mencionar algunos.

Un sistema de reconocimiento de patrones, en general, conlleva dos tareas principales,
1) el pre-procesamiento de los datos y la extraccién de caracteristicas y 2) la clasifica-
cién o reconocimiento de los patrones utilizando la informacién obtenida de la primera
fase (ver Figura. 2.1) [36]. Algunas de las aplicaciones del reconocimiento de patrones
son: mineria de datos, biometria, visién por computadora, reconocimiento de caracteres,
reconocimiento de documentos, diagnodstico asistido por computadora, procesamiento de
imagenes médicas, reconocimiento de voz, bioinformatica, deteccién remota, astronomia,
entre otras [18].

La dimensi6n de la senal a reconocer depende de la aplicacion; senales 1D (f (), por ejemplo
sefiales eléctricas), 2D (f(x,y), por ejemplo imégenes), 3D (f(x,y,t), por ejemplo videos)
y multidimensionales (dependen de n— variables) [49]. La extraccién de las caracteristicas
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depende del tipo de senal y del tipo de patrones que se quiere reconocer. Para ello existen
un conjunto de técnicas para la extraccién de caracteristicas de los datos.

Mundo
real Patron Extraccion Vector de Decisién
wessll)  Sensor [ mmmni) -~ Memsmsl Clasificado
Seleccion atributos

Figura 2.1: Diagrama de un sistema de reconocimiento de patrones. Imagen basada en
[39].

2.1.1. Extraccion de caracteristicas

La etapa de extraccién de caracteristicas reduce el tamano de los datos, identificando y
midiendo ciertas propiedades o caracteristicas como el tamario, la forma y la textura [18].
Los cuatro enfoques mas utilizados en el reconocimiento de patrones son [30]:

= Enfoque estadistico. Es uno de los més utilizados por su simplicidad. Cada patrén
representa por un conjunto de mediciones o atributos (d—atributos). El objetivo de
este enfoque es encontrar los atributos o caracteristicas que permitan diferenciar las
clases en un espacio de atributos d—dimensional.

» Enfoque estructural. Este enfoque se utiliza generalmente cuando existen patrones
complejos, adoptando una perspectiva jerdrquica en la que un patréon se compone
de subpatrones més simples (primitivas). El enfoque estructural de reconocimiento
de patrones tiene una analogia formal que se hace entre estructuras de patrones con
la sintactica de un lenguaje, donde las primitivas son el alfabeto del lenguaje y los
patrones (conjunto de primitivas) son oraciones del lenguaje. Por lo que un conjunto
de patrones se describe mediante primitivas y reglas gramaticales, la gramética se
infiere de los datos de entrenamiento. Ademads, este enfoque proporciona informacién
de cémo se construye el patrén a partir de primitivas.

= Enfoque de comparacién de plantillas. Este enfoque realiza comparaciones con plan-
tillas preexistentes entre dos entidades del mismo tipo, como pueden ser puntos,
curvas o formas. El reconocimiento de un patrén se compara con las plantillas to-
mando en cuenta todas las combinaciones posibles. El problema de este enfoque
radica en que puede fallar cuando los patrones estan distorsionados por el proceso
de adquisicién, dngulo de vista, o por variaciones intraclases entre los patrones.

= Redes neuronales artificiales. El enfoque reconoce patrones a través de una serie
de “neuronas” interconectadas, con datos previamente etiquetados. Las principa-
les caracteristicas de las redes neuronales son que tienen la capacidad de aprender
relaciones complejas de entrada y salida no lineales, utilizar procedimientos de en-
trenamiento secuenciales y adaptarse a los datos.

Estos modelos no son necesariamente independientes y, a veces, existe el mismo método de
reconocimiento de patrones con diferentes interpretaciones. La calidad de las caracteristi-
cas estd relacionada con su capacidad para discriminar ejemplos de diferentes clases. Los
datos de una misma clase deben tener valores de caracteristicas similares, mientras que
los datos de diferentes clases deben tener valores de caracteristicas diferentes, es decir,




2.2 Clasificacién

las buenas caracteristicas deben tener pequenas variaciones dentro de la clase y grandes
variaciones entre clases [18].

El vector de caracteristicas I de cada una de las muestras, es el resultado de la extraccién de
caracteristicas, el cual contiene x1, xs9, x3, ..., x4 atributos. Para d—atributos, el espacio de
caracteristicas es d—dimensional, donde cada atributo constituye una dimensién. Mientras
mayor sea el nimero de caracteristicas, las dimensiones del espacio de atributos aumentan
lo que implica una complejidad mayor para la clasificacién de los datos, esto es denominado
la “maldicién de la dimensionalidad”. No obstante, es prudente obtener un mayor ntimero
de caracteristicas que podrian ser necesarias, y después (1) aplicar métodos de reduccion de
dimensionalidad o (2) seleccionar el subconjunto de atributos que aporten més informacién
quitando caracteristicas irrelevantes o redundantes [18].

2.2. Clasificacion

Una vez realizada la fase uno del sistema de reconocimiento de patrones, donde se han
extraido los atributos de los datos; el siguiente paso consiste en la clasificacién de los
patrones. En nuestra investigacién, la clasificacion juega un papel vital al separar los
datos del movimiento del flagelo en distintas categorias, lo que permite una comprension
mas profunda de sus patrones y caracteristicas tnicas. Las clases son una coleccién de
objetos similares que no necesariamente son idénticos, pero si son distinguibles de otras
clases dependiendo de las caracteristicas extraidas [18]. Existen dos tipos de clasificacién
de los datos, clasificacion supervisada y clasificacién no supervisada.

2.2.1. Clasificacién supervisada

La clasificacion supervisada consta de un conjunto de datos separados en el conjunto de
entrenamiento y el conjunto de prueba o validacién. Los datos estan etiquetados, es decir,
a priori se conoce la clase o categoria a la que pertenecen los datos de entrenamiento y
la clasificacion se prueba con los datos de validacién. El entrenamiento del clasificador es
el proceso de determinar el mejor conjunto de atributos para la clasificacién de los datos,
utilizando métricas de rendimiento como son: la sensibilidad, la precisién, la especificidad,
el F-score, entre otras.

La métrica mas utilizada es la exactitud, la cual se define como el porcentaje de prediccio-
nes correctas, representadas por los Verdaderos Positivos (VP) y los Verdaderos Negativos
(VN), en relacién con el ntimero total de predicciones, incluyendo los Falsos Positivos (FP)
y los Falsos Negativos (FN). Matemdticamente, se expresa como:

VP+ VN
itud = 100).
exactitu VP—l—FP—l—FN—I—VN( 00)

Esta métrica evalia la capacidad del modelo para predecir correctamente tanto los casos
positivos como los negativos, proporcionando una medida general de su desempeno.

La precision o sensibilidad mide el porcentaje de valores positivos verdaderos predichos
sobre el total de los valores positivos predichos

P
precisién = VPV—l—FP(loo)’




2.2 Clasificacién

La exhaustividad calcula el porcentaje de los positivos verdaderos captura el modelo al
etiquetarlo como positivo (VP),

P
exhaustividad = VP‘/:|-—W (100) .

El proceso de aprendizaje es adaptar el algoritmo de clasificacién para mejorar las métricas
de rendimiento (ver Figura 2.2).
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2.2.2. Clasificacién no supervisada

En la clasificacién no supervisada se desconoce la clase o categoria a la que pertenecen las
caracteristicas o patrones extraidos, ya que puede ser extremadamente dificil o costoso,
incluso imposible identificar de una manera confiable el conjunto de datos. Este tipo de
clasificacién se ha utilizado en una variedad de campos como son:

= En biologia, para encontrar genes que tienen funciones similares.
= En medicina, para identificar variantes de enfermedades.

= En el procesamiento de imagenes, para segmentar imagenes.
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La clasificacién no supervisada también conocida como agrupamiento de datos se basa en
medidas de similitud entre los patrones, los datos se agrupan en “cltsteres”. La medicién de
similitud, o disimilitud, es una medida de proximidad, que dependiendo de la aplicacién,
puede ser la norma L; (distancia Manhattan o city-block), la norma Lo (distancia Eucli-
diana) o la norma L, (distancia de Chebyshev). Los clusteres pueden ser particionales o
jerdrquicos (ver Figura 2.3). En los particionales los datos se agrupan en subconjuntos que
no se superponen entre ellos; mientras que en los jerdrquicos los subconjuntos estan anida-
dos (representados por drboles jerarquicos o dendrogramas). Algunos de los algoritmos de
agrupamiento mas utilizados son: k—medias (k-means en inglés), Modelo de Gaussianas
Mixtas (GMM, por sus siglas en inglés) y agrupamiento jerarquico. El problema principal
que se presenta en el agrupamiento particional es como se define el niimero de clisteres;
mientras que para el agrupamiento jerarquico, es como se determina el punto de paro en
un algoritmo de agrupacién [18].
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Figura 2.3: Representacién de los clusteres particionales y jerdrquicos. i) Representacion de
dos clusteres particionales que no se sobreponen. ii) Representacion de 4 clisteres anidados
con su representacién en forma de dendrograma en iii). Imagen basada en [18].

2.2.2.1. Matrices de disimilitud

Las matrices de disimilitud se utilizan en una amplia variedad de aplicaciones, como la
clasificacién, la agrupacion y el andlisis de similitud. Se pueden utilizar en diferentes cam-
pos como la biologia, la psicologia, la sociologia, la informatica, entre otros. Es importante
destacar que las matrices de disimilitud se calculan utilizando diferentes tipos de varia-
bles, como variables continuas, variables categoricas o variables binarias. Ademads, existen
diferentes técnicas para el calculo de estas matrices, algunas de las cuales pueden ser mas
adecuadas para ciertos tipos de datos que otras. Una matriz de disimilitud también se pue-
de utilizar como entrada para otras técnicas estadisticas, como analisis de correspondencia,
analisis de conglomerados, analisis de componentes principales, analisis de discriminante,
entre otros. Por lo tanto, su importancia es muy significativa en el anélisis exploratorio
de datos. Cabe sefialar que una matriz de disimilitud representa la similitud entre mas de
dos conjuntos. Esto se logra a través de la creacién de una matriz de disimilitud cuadrada,
donde cada elemento representa la disimilitud entre dos conjuntos diferentes. En resumen,
las matrices de disimilitud son una herramienta fundamental para el andlisis de datos en
diversos campos, ya que permiten representar y cuantificar la similitud o disimilitud entre
dos o mas conjuntos.

La similitud de las muestras se puede medir como las diferencias que existen entre sus
componentes. Para ello existen una gran cantidad de métricas de disimilitud, aunque la
mayoria se basa en distancias. Sea A una matriz de datos con n filas (muestras) y m
columnas (variables), la disimilitud entre las muestras ¢ y j se calcula como una funcién
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d de las diferencias entre las observaciones correspondientes en cada columna de A [29].
Formalmente, la disimilitud d;; entre las muestras i y j se puede expresa como:

dij = d(x4,%;),
donde x; y x; son los vectores de datos correspondientes a las muestras ¢ y j, respectiva-
mente. La funcién de disimilitud d debe cumplir con las siguientes propiedades:
= dij =0sii=j.
» d;j = dj;, simetria.
» d;; > 0, no negatividad.
= dij + dj > dik, desigualdad triangular (solo con distancia Euclidiana).

Algunas de las distancias mas comunes para calcular la disimilitud son: la distancia Eu-
clideana, la distancia de Mahalanobis y la distancia Manhattan.

2.2.2.2. Agrupamiento jerarquico

El agrupamiento jerarquico es un método de clasificacién no supervisada para la agrupa-
cién de datos, existen dos tipos:

= Aglomerativo: la formacién de grupos es de manera ascendente.
= Divisivo: la formacion de grupos es de manera descendente.

El agrupamiento jerarquico se utiliza ampliamente en diferentes campos, como la biologia,
la psicologia, la economia y otros. Por ejemplo, en biologia se utiliza para agrupar genes o
proteinas que tienen patrones de expresion similares, mientras que en psicologia se puede
utilizar para agrupar a los participantes de un estudio segin sus respuestas a diferentes
preguntas. En economia, se utiliza para agrupar diferentes paises o regiones segin sus
patrones de comercio o actividad econémica.

Para la agrupacién es necesario tener una métrica de disimilitud entre los datos para
compararlos. Para ello se utiliza la matriz de disimilitud (ver Secc. 2.2.2.1). Cabe resaltar
que la eleccién de la distancia para medir la disimilitud es de vital importancia ya que
influye en el agrupamiento de los datos. Asimismo, es necesario un criterio de enlace que
justifique la unién entre dos observaciones. Los criterios de enlace mas utilizados son:

= Enlace simple, utiliza la distancia minima entre los objetos,

mm{dw} (2.1)

= Enlace completo, utiliza la distancia méxima entre los objetos,

max{d;;}. (2.2)
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2.3 Infertilidad

= Enlace promedio, utiliza la media entre todos los pares de objetos,

1 ng; 1y

> dij, (2.3)

L j=1

donde d;; es la métrica de disimilitud entre los objetos i y 7, n; y n; son el nimero de
elementos en los clisteres.

La representacion de los resultados del agrupamiento es mediante un dendrograma. Un
dendrograma es un diagrama que representa de manera grafica la relacién jerarquica entre
los objetos. La altura de sus ramas depende de la disimilitud/distancia entre los nodos
(los objetos).

En general, no existe una forma tnica de determinar el niimero éptimo de agrupar y depen-
de en gran medida del contexto especifico. Una forma comun es observar el dendrograma
y buscar la altura en la que se observan las mayores diferencias en la distancia entre los
grupos. Ademas, una limitacién importante del método es que puede ser computacional-
mente costoso para grandes conjuntos de datos y que puede ser sensible a la elecciéon de
la métrica de disimilitud y el criterio de enlace utilizados.

Es importante tener en cuenta que en el agrupamiento jerarquico, la eleccion de la distancia
y el criterio de enlace puede afectar significativamente los resultados del agrupamiento, lo
que requiere cierta experiencia y conocimiento de dominio. Finalmente, el agrupamiento
jerarquico no siempre es adecuado para conjuntos de datos con estructuras complejas,
como grupos superpuestos o en forma de anillo.

2.3. Infertilidad

En el 2010, la OMS encontré que més de 4.8 millones de parejas en el mundo tienen
dificultades para concebir [38]. Hoy en dia, mas del 1% de los nacimientos en los paises en
desarrollo se realizan con técnicas de reproduccion asistida [35]. La infertilidad se define
como la falta de concepcién, después de 12 meses que una pareja ha tenido relaciones
sexuales sin proteccion. Actualmente 1 de cada 4 parejas en los paises en desarrollo se ven
afectadas por la infertilidad, de las cuales el 30-40 % es causado por algtn factor masculino
[7, 31].

La primera prueba que se realiza para diagnosticar la infertilidad en la pareja es el anélisis
de semen [7] (ver Tabla 2.1). Algunos factores que determinan la infertilidad son: la vis-
cosidad del semen, la morfologia, concentracién y motilidad de los espermatozoides [31].
Para el estudio cuantitativo, se hace un analisis de semen que puede contener de cientos
a miles de espermatozoides, los aspectos que se analizan son:

= Conteo de espermatozoides, medicién de la concentracion de espermatozoides y el
volumen de la muestra (semen) para el cdlculo de produccién.

= Morfologia, medicién de la deformacion y reconocimiento de los defectos.

= Motilidad, medicion del movimiento de los espermatozoides.
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Cualitativo Cuantitativo
Apariencia y color de la muestra Volumen de la muestra
Licuefaccion del semen Evaluacion de la motilidad de los espermatozoides y

la calidad del movimiento
Viscosidad del semen Estimacion de la concentracién de espermatozoides

lular
Conteo de espermatozoides (millones/mL)

moéviles
Morfologia del espermatozoide

Presencia de escombros, bacterias y contaminacion ce-

Determinacion del porcentaje de espermatozoides

Tabla 2.1: Comparacion entre el analisis cuantitativo y cualitativo del semen.

En teoria, todos los laboratorios clinicos de andrologia siguen la metodologia del analisis
de semen aceptada como “Gold Standard” siguiendo las directrices de la OMS o del grupo
de interés especial de andrologia de la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y
Embriologia (ESHRE Andrology SIG, en inglés), con el personal capacitado en todos los
protocolos y sistemas de control de calidad. A pesar de ello un estudio en 40 laboratorios en
22 paises revelé que méas del 90 % tenfan discordancia en el uso correcto del microscopio,
control de temperatura, la estandarizacién general del protocolo, el control de calidad
analitico o el cumplimiento de las directrices de la OMS [42].

En el andlisis de la motilidad cominmente se utilizan sistemas que hacen una evaluacion
de la trayectoria del movimiento de la cabeza del espermatozoide en 2D. La manera mas
comun para evaluar la calidad del semen, es realizada por expertos (fisiblogos o embridlo-
gos) basdndose en su propio juicio; con observaciones subjetivas de los expertos lo cual
hace que sea un método inexacto, irrepetible y dificil de ensenar [31] ya que requiere de
gran cantidad de tiempo y experiencia [4]. Aunado a ello, se describe que las anormalida-
des en la cabeza del espermatozoide son dificiles de detectar en 2D aunque el movimiento
del flagelo y la pieza media son ficiles de observar para los expertos [31], sin embargo esto
no permite una visiéon causal o mecanica porque carece de detalles sobre el movimiento del
flagelo [22]. La obtencién de imégenes en 3D de espermatozoides permitird evaluar la mo-
tilidad del flagelo dando detalles del movimiento, el inconveniente es que la captura como
el procesamiento en 3D es muy complicado por la velocidad de nado de dichas células.

El flagelo eucariota es tipicamente un organelo largo y delgado que desempena una variedad
de funciones biolégicas en toda la naturaleza, quizas mas notablemente en espermatozoi-
des, donde el batido de uno o mas flagelos puede dar lugar a gametos moviles [58]. El
conocimiento de este batido podria proporcionar informacién, ain sin explorar, para la
estimacién de atributos no visibles, como la contribucién de diferentes vias metabdlicas y
la modulacién en respuesta a los entornos fisicos y bioquimicos [22], como respuesta a la
capacitacién (serie de reacciones bioquimicas).

2.3.1. Espermatozoide humano

El analisis de semen emerge como una herramienta invaluable en la investigaciéon de la
fertilidad, permitiendo evaluar la calidad y motilidad de los espermatozoides, aspectos
esenciales para comprender y abordar las posibles causas de la infertilidad humana. El
espermatozoide humano es el gameto masculino compuesto por dos partes principales: la
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2.3 Infertilidad

cabeza y el flagelo (ver Figura 2.4). El flagelo funciona como el motor del espermatozoide,
este se divide en tres: la pieza media, la pieza central y la pieza final. Tipicamente, en el
espermatozoide humano, la cabeza mide ~ 5um, mientras que la longitud del flagelo es
~ bbum. Existen algunos factores fisiolégicos que afectan estds medidas, como la visco-
sidad. La frecuencia de batido flagelar del espermatozoide de humano es de 10 — 20 Hz
aproximadamente [21].

Pieza , o Pieza
Cabeza media Pieza principal final
ey | — ' I ' |

(=~ ——

Figura 2.4: Morfologia del espermatozoide humano sano. Imagen basada en [21].

La descripcion de los patrones de movimiento de los espermatozoides anormales puede
ser un indicativo de trastornos del metabolismo energético o de una estructura fina que
refleja anormalidades genéticas, téxicas o del desarrollo. Estas alteraciones en el patréon
y el vigor del movimiento de los espermatozoides puede traducirse en trastornos clinicos
en su transporte e interaccion con el ovocito, lo que conducen a subfertilidad o esterilidad
[14, 15]. El estudio del movimiento de los espermatozoides es un excelente modelo para
evaluar todos los aspectos de los procesos de motilidad celular.

Para que un espermatozoide sea capaz de fertilizar al 6vulo, son necesarios algunos cambios
que se llevan a cabo en el tracto femenino o in wvitro en medios apropiados. Este proceso
se llama capacitacién e incluye cambios en la motilidad del espermatozoide [24].

Existe una diferencia entre los espermatozoides en el epididimo a los espermatozoides eya-
culados [8], ya que en el transito a través del epididimo los espermatozoides desarrollan dos
cambios de maduracién necesarios para la fecundacion, la capacidad de motilidad progre-
siva ademads de unirse a la zona pelicida [24, 33]. Uno de los principales factores que afecta
la infertilidad masculina es la astenoospermia, la cual es una condicién que se caracteriza
por trastornos en la motilidad de los espermatozoides [15]. El patrén de motilidad y la
velocidad de nado se puede clasificar como progresivamente moévil (desplazamiento lineal
con velocidad alta), no progresiva (muestra desplazamiento lateral de la cabeza) e inmévil
(sin desplazamiento)[15, 23|. La clasificacién general de la motilidad del espermatozoide
capacitado se divide en:

= Activado.
» Hiperactivado.

En particular se han definido cinco categorias de motilidad de los espermatozoides huma-
nos con respecto al batido flagelar (ver Tabla 2.2). Las categorias se pueden dividir en
dos grupos principales, inméviles y méviles donde la motilidad no progresiva pertenece a
la clase de inmoviles, mientras que la clase progresiva y progresiva rapida pertenecen a
moviles.

Un espermatozoide eyaculado tiene un batido flagelar simétrico con frecuencia alta, llama-
da motilidad activada. A diferencia de la motilidad hiperactivada que se caracteriza por
un batido flagelar asimétrico de baja frecuencia (ver Figura 2.5(i)).
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Categoria Definicién

Inmévil No se observa batido flagelar

Movil Se observa batido flagelar

Motilidad no progresiva Se observa batido flagelar con desplazamiento < 5um/s
Motilidad progresiva Desplazamiento > 5um/s pero < 25um/s

Motilidad progresiva réapida Desplazamiento > 25um/s

Tabla 2.2: Definicién y clasificacién de las categorias de motilidad del espermatozoide
humano [42].

i) Fluido de baja viscosidad
Motilidad activada Motilidad Hiperactivada

Epitelio de oviducto

Figura 2.5: Roles de la motilidad hiperactivada en la fertilizacién. Imagen basada en [44]. (i)
Tipos de motilidad en baja viscosidad, activada e hiperactivada. (ii) Procesos (cuatro) por
lo que la motilidad hiperactivada es necesaria para la fecundacién: a) generar una fuerza
de propulsion en medios viscosos, b) escapar de la zona “depédsito de espermatozoides”, c)
nadar en contra del flujo del fluido y d) penetrar la matriz extracelular del 6vulo.

2.3.2. Hiperactivaciéon

La hiperactivacion (HA) de la motilidad del espermatozoide es resultado de la capacita-
cién. Al inducir a los espermatozoides al proceso de capacitacién, solamente entre 10-20 %
realmente se capacita, es decir se hiperactiva [53]. En los mamiferos es necesaria la HA
para cuatro procesos de la fertilizacién [44] (ver Figura 2.5 (ii)):

I. Generar una fuerza de propulsién en medios viscosos (ver Figura 2.5 (ii. a)).

11. Escapar de la zona “depésito de espermatozoides” del oviducto (ver Figura 2.5 (ii.
b)).
111. Nadar en contra del flujo del fluido (ver Figura 2.5 (ii. ¢)).

1v. Penetrar la matriz extracelular del évulo, la fecundacién del 6vulo (ver Figura 2.5
(ii. d).

dando lugar a un movimiento vigoroso no lineal para avanzar a través del oviducto.

Se ha demostrado que la HA es de gran importancia para el transporte a través del tracto
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reproductivo femenino y facilita la penetracién de la zona pelacida (ZP) [5, 33]. Por lo
tanto, mediciones objetivas y precisas de la HA son esenciales para evaluar las capacidades
funcionales de los espermatozoides [5]. Esto permitird determinar su calidad y capacidad de
fertilizacién de manera mas precisa y confiable. Si los espermatozoides no se hiperactivan,
esto conlleva a una fertilidad reducida [42].

Durante la HA en un medio acuoso, el vigor y el patrén de la trayectoria de los
espermatozoides de rata, suncus y humano tienen cambios significativos, caracterizados
por trayectorias aleatorias resultando en un movimiento circular no progresivo, el patrén
se describe como “latigazo” o de “figura 8” [5, 33, 42].

En suncus se ha observado que las curvas del flagelo de los espermatozoides muestran una
asimetria sobre el eje mas largo. Esta asimetria decrementa gradualmente después de la
HA. Para esta especie el cambio més esencial en el batido flagelar durante la HA es el
incremento en la curvatura del flagelo, principalmente en la pieza media, y el decremento
frecuencia del batido (ver Figura 2.6). Esta descripcién se observa en los espermatozoides

de mamifero [33].
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Figura 2.6: Patrones flagelares del espermatozoide de suncus. Basada en [33]. Batidos fla-
gelares de espermatozoides activados (i, iii) e hiperactivados (ii, iv). Las graficas muestran
el andlisis de curvatura (i, ii) y el dngulo de corte a lo largo del flagelo desde la unién
cabeza-pieza media (iii, iv).

Asimismo, en los espermatozoides hiperactivados de ratén se observa el patrén de “lati-
gazo” donde existe un cambio entre el movimiento transicional e hiperactivado, haciendo
la clasificacién visual de los patrones intermedios, como el “latigazo”, demasiado estricta
(ver Figura 2.7) [5, 24]. En CASA (ver Seccién 2.3.3), el andlisis de la HA en espermato-
zoides de ratén ha mostrado que los espermatozoides hiperactivados tienen un incremento
en su amplitud lateral del desplazamiento de la cabeza (ALH, por sus siglas en inglés) y
la velocidad curvilinea (VCL, por sus siglas en inglés), con un decremento de linealidad
(LIN, por sus siglas en inglés) [5].
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Figura 2.7: Patrones de las trayectorias de espermatozoides de ratéon. Imagen basada en
[5, 24]. (i, ii) Patrones de espermatozoides de ratén observados y descritos en [24], i)
muestra una trayectoria de un espermatozoide a los 0 minutos de incubacién y ii) muestra
la trayectoria después de 90 min de incubacion. (iii-v) Muestran las 3 categorias descritas en
[5] para las trayectorias de la cabeza del espermatozoide: motilidad progresiva, intermedia
e hipertivada, respectivamente.

En los espermatozoides de humano, se observa en gran medida un patrén de motilidad
transicional. La clasificacién como HA se basa en los patrones de nado, estos exhiben
un patrén de estrella rotdndose (ver Figura 2.8) [16, 42]. Transcurrida la capacitacién, la
motilidad de los espermatozoides se vuelve menos vigorosa [24]. Actualmente, no existe

Vigorosos No Vigorosos

i) Progresivo i) Intermedio i) HA (giro estelar) ? vi)Lento  vii) Débilmente movil

iv) HA (transicional) v) HA (asimétrico)
Mozzss> M&* )

Figura 2.8: Patrones observados en trayectorias de espermatozoides de humanos. Imagen
basada en [23]. Son ejemplos de patrones de motilidad identificados durante la capacitacién
in vitro. Las trayectorias de CASA (ver Seccién 2.3.3) muestran patrones de motilidad
vigorosa (i-v) después de 3 horas en medio capacitivo se clasificaron visualmente como
progresivas (i), intermedias (ii) o hiperactivadas (iii-v). Las trayectorias que muestran
motilidad no vigorosa se clasificaron como lentas o débilmente méviles (vi-vii).

una base fisiolégica precisa para determinar la HA inequivocamente [42], ni un consenso
que la defina mejor [24]. Mortimer et al. [42] menciona que realizar el andlisis de la HA del
espermatozoide, asi como la determinacién del porcentaje de espermatozoides con nado
progresivo y la evaluacion de su funcionalidad permitira determinar de manera robusta el
tipo de tratamiento de fertilidad que requiere la pareja. Esta informacién es importante
en el diagnostico y tratamiento de parejas con problemas de infertilidad.

2.3.3. Analisis de semen asistido por computadora, CASA

CASA, por siglas en inglés, es un sistema compuesto por un software y un microscopio
utilizado para analizar la trayectoria y las propiedades de movimiento de los espermato-
zoides en una muestra de semen (ver Tabla 2.4) [14]. Proporciona mediciones cuantitativas
para cada trayectoria, incluyendo las velocidades y otros parametros cineméticos, junto
con medidas de la poblacién [24] y la morfologia del espermatozoide [31].

En sus inicios el sistema no era tan exitoso debido a las limitaciones fundamentales de
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la tecnologia de analisis de imagenes, en comparacién con las evaluaciones realizadas por
observadores entrenados [42]. Aunado a ello no se habia definido un protocolo ni se habian
fijado esténdares operativos para CASA [14]. Las directrices para este sistema que se
publicaron en el manual de la OMS se establecieron por un consenso al que llegaron todos
los que trabajan en el campo [42]. Lo anterior contribuy6 a crear el “Gold Standard”;
un conjunto de parametros subjetivos para examinar y determinar la categoria de los
espermatozoides mediante CASA.

Hasta 1996, existian mas de 120 articulos que verificaban o aplicaban CASA en inves-
tigacién o en clinica, sin embargo los experimentos realizados eran dificiles de verificar,
repetir e interpretar [14]. Existen algunos problemas con CASA para obtener un conteo
preciso de espermatozoides y porcentajes de motilidad cuando las condiciones sobrepasan
una concentracion de 50 x 106272 o es menor a 20 x 10922% | cuando la muestra contie-
ne escombros o cuando la trayectoria de dos espermatozoides se cruzan. En la detecciéon
de células que se mueven por debajo de la velocidad minima, es dificil discernir entre
escombro y espermatozoide inmévil [14, 42]. Ademds de estas desventajas los resultados
experimentales de CASA pueden verse afectados por los factores descritos en el Tabla 2.3.
Es por ello que aunque CASA se ha utilizado con gran éxito para medir caracteristicas
seminales en muchas especies, para el andlisis de muestras de humanos tiene poco éxito
por las dificultades de la muestra, ya que s6lo se basa en el movimiento de la cabeza

del espermatozoide y no mide el batido flagelar [42]. Las medidas obtenidas por CASA

Precisién de los instrumentos

Exactitud de los instrumentos

Microscopio

Camara de conteo

Dilucién

Tasa de adquisicién del video

Estado fisiolégico del espermatozoide

Efecto de la temperatura sobre el porcentaje de motilidad (MOT) y velocidad cur-
vilinea (VCL)

Concentracion del espécimen

Presencia de escombro en la muestra

Ajuste de pardmetros del instrumento

Umbral de digitalizacién

Ntumero de puntos por trayectoria

Ntumero de imagenes de seguimiento

Numero de campos (o espermatozoides) analizados
Algoritmos para calcular la trayectoria promedio y la amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza

Métodos estadisticos

Suministros de laboratorio

Variaciéon de cdmara

Variacién entre alicuotas (volumen de la muestra)

Tabla 2.3: Factores que afectan los resultados de CASA [14].

descritas en la Tabla 2.4 se han comparado con un andlisis visual, sin embargo las defi-
niciones en esta comparativa varian. Para CASA, un espermatozoide tiene que alcanzar
la velocidad minima en linea recta (VSL, por sus siglas en inglés) para clasificarse como
movil, mientras que en el andlisis visual se considera mévil si el flagelo se contrae aunque
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no muestre movimiento progresivo [14].

En el dltimo manual de la OMS [46], se describen los lineamientos para la preparacion,
adquisicién y procesamiento de los datos. Sin embargo, las mediciones de CASA se ven
afectadas directamente por la tasa de adquisicién del equipo. Ademads, la VCL es un
valor promedio de seguimiento, lo que significa que si el patrén de movimiento de los
espermatozoides cambia entre hiperactivado y no hiperactivado durante la ventana de
analisis, el valor de VCL puede caer por debajo del nivel de umbral requerido para que
una trayectoria sea definida como hiperactiva. Otro parametro que define la HA es el ALH.
Sin embargo, el valor de esta medida es dependiente del algoritmo de suavizado utilizado
para la obtencién de la trayectoria promedio [41]. La tasa de adquisicién de CASA puede
variar entre 20 a 100 imagenes por segundo.

Mortimer et al. [41] realizaron un estudio sobre la variacién de los valores de CASA en
funcién de la tasa de adquisicion. Aunque analizan frecuencias de entre 25 a 100 Hz,
los umbrales solo se definieron entre 25 a 66.7 Hz. Un estudio similar se realizé en [6]
en el que se compararon los valores del sistema CASA para diferentes especies con una
tasa de muestreo de 12-200 imégenes/segundo, sin embargo no muestran comparaciones
para trayectorias HA. Por ejemplo, la trayectoria de un espermatozoide con una tasa de
adquisicién de 60 Hz se clasifica como HA si: su velocidad curvilinea (VCL)> 150um/s,
linealidad (LIN) < 50 % y amplitud lateral del desplazamiento de la cabeza (ALH) > 7 [3].
Debido a dicha problematica, en 1996 se propuso la dimensién fractal como una medida
robusta para clasificacion de las trayectorias ya que esta no era dependiente de la frecuencia
de adquisicién de las imagenes ni de los métodos de andlisis. La dimension fractal (D) es
una expresion del grado que una linea abarca en el plano. Sean {p;_;} un conjunto de N
puntos que definen la trayectoria de la cabeza de un espermatozoide, la dimensién fractal
se define como:, la dimensién fractal se define como:

log(n — 1)

b= log(n — 1) 4 log(d/L)’

(2.4)

donde d = max} y /(z; —21)? + (i —v1)2 y L =30 o V(@i —2i—1)? + (yi — yi—1)? [40].
Sin embargo, esta medida no fue un factor determinante para clasificar una trayectoria
como HA.

Por lo antes mencionado, se ha descrito en la literatura que en el futuro el sistema CA-
SA debe de ser comparado rigurosamente y ajustarse a las diferentes necesidades de los
laboratorios clinicos de andrologia. Especificamente en el caso de la evaluacién de semen
humano, deberiamos dejar de intentar utilizar CASA para aplicaciones que son inheren-
temente problematicas para la tecnologia subyacente hasta que la tecnologia haya sido
mejorada y validada definitivamente [42].

2.3.3.1. CASAnova

CASAnova es un software para el analisis automatizado de la motilidad del espermatozoide
basado en las trayectorias de las cabezas. Se ha utilizado para clasificar espermatozoide de
ratén y recientemente de humano. CASAnova conjunta las métricas utilizadas en CASA
con maquinas de soporte vectorial para hacer un sistema de clasificacién supervisada de
espermatozoides. Goodson et al. [23, 24] clasifica la motilidad de los espermatozoides en:

= Vigoroso: progresivo, intermedio e hiperactivado.

18



2.3 Infertilidad

= No vigoroso: lento y débilmente movil.

Los espermatozoides de ratén clasificados como progresivos mostraron trayectorias rec-
tas, los intermedios presentaron un movimiento mas vigoroso con oscilaciones respecto
a trayectoria neta, mientras tanto los hiperactivados mostraron una motilidad altamente
vigorosa acompanada de giros de mas de 90° entre puntos consecutivos de la trayectoria,
los lentos cubrieron una distancia menor que los progresivos y por ultimo los débiles son
los espermatozoides moviles pero no vigorosos y su movimiento hacia adelante era insig-
nificante (ver Figura 2.7). CASAnova tuvo un rendimiento general de 88.2%, en todas
las clases tuvo un rendimiento mayor al 83 %, excepto en la clase de intermedios. S6lo un
poco més de la mitad de los espermatozoides intermedios identificados visualmente en este
conjunto (52.1 %) coincidieron con la clasificacién del modelo [24].

Recientemente se utilizé esta misma técnica para hacer un modelo de clasificacién de
espermatozoides de humano. Cada una de las trayectorias de los espermatozoides se cla-
sificaron por al menos dos observadores entrenados. De la misma manera que se utilizd
CASAnova en el espermatozoide de ratén, se clasificaron en 5 categorias aunque el estado
hiperactivado tiene 3 subclases. La precisién general del modelo es 89.92 %, con precisiones
individuales de 90.19 % para progresivos, 89.87 % de intermedios, 95.3 % hiperactivados,
85.83 % lentos y 92.02 % de débiles [23].

2.3.3.2. Sistemas de anilisis del flagelo

El flagelo es una estructura esencial para el movimiento de diferentes tipos de células,
incluyendo los espermatozoides. Por lo tanto, el analisis del flagelo es crucial para la com-
prension de la funcién y la salud reproductiva. En los dltimos anos, se han desarrollado
varios sistemas de analisis del flagelo para automatizar la medicién y el procesamiento de
los datos de las imagenes obtenidas por microscopia. En este sentido, el presente texto pro-
porciona una breve descripcion de algunos de estos sistemas, incluyendo sus caracteristicas
principales y métricas.

SpermQ

Sperm(@Q es un software de analisis automatizado que se desarrollé sobre la plataforma
ImageJ [48] para imagenes 2D. Utiliza microscopia de campo oscuro tomando 500 imagenes
por segundo, ademas de ello, requiere de una camara de observacion donde se deposita la
muestra [25].

El algoritmo de SpermQ:
1. Localiza el flagelo en cada imagen de la secuencia de imagenes.

2. La imagen sin procesar se filtra con un filtro gaussiano, se segmenta y se “esqueletiza”
para obtener una trayectoria aproximada del flagelo.

3. Se construyen lineas normales respecto a la trayectoria flagelar detectada.

4. Las intensidades de imagen a lo largo de cada linea normal se ajustan a una curva
gaussiana.

5. La traza flagelar detectada se ajusta al centro de la curva Gaussiana.

6. Después de reconstruir el flagelo (pasos anteriores) se determina los parametros de
la cabeza y los pardametros del flagelo.
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2.3 Infertilidad

= Parametros de la cabeza
e Posicion de la cabeza en el espacio a lo largo del tiempo.
e 0, es el angulo entre la pieza media y el eje X.

¢ La intensidad maxima en una linea de corte transversal a través del centro
de la cabeza que describe a los espermatozoides rotando alrededor de su
eje longitudinal.

= Pardametros del flagelo
e Coordenadas x,y de los puntos en el flagelo.
. Angulos tangenciales para cada punto respecto al eje X.

e La curvatura para cada punto, se determina con la curvatura geométrica y
utilizando los vectores tangentes a una distancia definida d.

. Angulo de curvatura, se calcula por el dngulo entre el vector tangente dado
un punto y el vector tangente de otro punto a una distancia definida.

e Parametro relativo a la posicion z del flagelo.

e La intensidad méxima se mide para cada punto del flagelo para generar un
perfil de intensidades a lo largo de este.

Este software sélo calcula los valores antes mencionados, sin embargo no realiza ningin
tipo de clasificacion o analisis del batido.

FAST

El andlisis flagelar y seguimiento de espermatozoides (FAST, por sus siglas en inglés) se
desarrollé para la extraccion y el analisis del movimiento y batido del flagelo asociado a
los espermatozoides [22].

FAST caracteriza la onda flagelar en términos del dngulo tangente 6(s,t), en funcién
de la longitud del arco a lo largo del flagelo s y el tiempo t. Se restringe la regién de
analisis a una seccién del flagelo de entre 10um < s < 30um, que mencionan que es lo
suficientemente grande para contener toda la informacién relevante y lo suficientemente
pequenia para permitir comparaciones justas. Las mediciones que se obtienen con FAST
son las siguientes:

= Frecuencia del batido flagelar.
= Velocidad de onda de arco flagelar.

= Longitud de onda de arco flagelar.

Calculos de disipacién de potencia flagelar.

= Se realizan los cdlculos estandares hechos por CASA, sin embargo con la definicién
del manual de la OMS.

Velocidad curvilinea (VCL).
Velocidad en linea recta (VSL).

Velocidad promedio de trayectoria (VAP, por sus siglas en inglés)

Amplitud méxima de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, 4 ).
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2.3 Infertilidad

« Amplitud promedio de desplazamiento lateral de la cabeza (ALHgyg).
o Linearidad de la trayectoria curvilinea (LIN).

e Una medida de la oscilacién de la trayectoria curvilinea sobre la trayectoria
promedio, “wobble” (WOB, por sus siglas en inglés).

o Rectitud de la trayectoria promedio (STR, por sus siglas en inglés).

o Frecuencia de batido (BCF, por sus siglas en inglés).

o Promedio de desplazamiento angular absoluto (MAD, por sus siglas en inglés).
e Velocidad del centroide, se propone esta nueva métrica.

En general, FAST proporciona una variedad de métricas para cuantificar el movimiento y
batido del flagelo asociado a los espermatozoides y puede ser una herramienta valiosa en
la evaluacién de la calidad del esperma y en la investigacion de la fertilidad masculina.

Los métodos y softwares mencionados realizan un andlisis de videos 2D. Los softwares
que analizan unicamente la cabeza han presentado una eficiente clasificacién de los es-
permatozoides. Sin embargo, estos resultados estan sesgados por dos motivos. En primer
lugar, inicamente evalian los datos en 2D y en basado en la trayectoria de la cabeza. No
obstante, como se mencion6 anteriormente, el flagelo que es el motor del espermatozoide
se desenvuelve en un espacio tridimensional. En segundo lugar, estos métodos utilizan un
marco de referencia definido desde hace unos afios por un consenso basado en el andlisis
visual.

Los videos en 3D de los espermatozoides, con una duracién entre 1 — 4 segundos, son
dificiles de capturar debido a la velocidad del batido flagelar, lo cual ha sido el principal
impedimento para rastrearlos en condiciones realistas [11]. No obstante, la hipétesis es que
utilizar sistemas de adquisicién en 3D para observar la HA del flagelo es crucial para una
buena clasificacién de la motilidad-fertilidad.

Uno de los problemas principales que ha persistido en el desarrollo de técnicas y siste-
mas de andlisis de imagenes automaticos es el establecimiento de controles de referencia
(“ground truth”) que permitan comparar los resultados de los algoritmos desarrollados. En
este sentido, los “expertos”’que establecen los valores de estandarizacién siempre tienen di-
ferencias entre grupos de investigaciéon. Es por ello que el objetivo del presente trabajo
es clasificar el batido flagelar de los espermatozoides en 3D mediante la extraccién de ca-
racteristicas que permitan agrupar los datos sin el sesgo asociado al experto clasificador.
Como se mencioné anteriormente, la clasificacién no supervisada es necesaria cuando no
existen datos etiquetados. En el caso del estudio la motilidad de los espermatozoides de
humano en 3D+t, etiquetar o tener una clasificacion previa de los datos es una labor com-
plicada, ya que no existe un marco referencia para datos 3D+t. Ademas, para los expertos
es una tarea complicada clasificarlos visualmente debido a la corta duracién de los videos y
a la falta de conocimiento sobre las diferencias entre el batido flagelar de espermatozoides
no capacitados e hiperactivados.
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GG

Nombre (Abrev)

Definicién

Formula

Velocidad en linea rec-
ta (VSL)

Velocidad promedio de la cabeza del espermato-
zoide a lo largo de una linea recta desde su pri-
mera posicién a su ultima posiciéon

D(p1,pn) X % X

Velocidad  curvilinea

(VCL)

Velocidad promedio de la cabeza del espermato-
zoide sobre la trayectoria actual

Sy Dprpe+1) x 25 xp

Velocidad promedio de
la trayectoria (VAP)

Velocidad promedio de la cabeza de espermato-
zoide a lo largo de su trayectoria promedio

S Dpe,pe+ 1)) x £ % p

Linealidad (LIN)

Linealidad de la trayectoria multiplicada por 100
(VSL/VCL)

100 x (72%)

Amplitud del despla-
zamiento lateral de la
cabeza (ALH)

Maxima distancia de cualquier punto en la tra-
yectoria actual de la cabeza de espermatozoide
respecto a su trayectoria promedio, multiplicada
por 2

Sea S; un segmento formado por dos puntos consecutivos p;
Y Pi+w—1 €l segmento més cercano al segmento S(gt, qi+1)
relativo a su punto medio g, = %, ALH p0n = 2 X
maz 5% [F(D(gm,, St))] x 1, donde F es la funcién de méxi-
mo local.

Frecuencia de cruce

del batido (BCF)

Frecuencia a la que la trayectoria del espermato-
zoide actual cruza la trayectoria promedio

Sea S(p1,p2) la funcién que regresa el segmento formado por
p1y p2 y sean $1 y sy dos segmentos diferentes se define
1 S1 N S92

0  en otro caso

5=

Concentracién de la
muestra (CON)

Concentracién de espermatozoides en una mues-
tra (millones por mililitro de plasma o medio)

Conteo de cabezas por muestras

Porcentaje de motili-
dad (MOT)

Porcentaje de espermatozoides en suspensién que
son moviles (el minimo VSL para cada esperma-
tozoide)

Numero de espermatozoides méviles entre el total de esper-
matozoides

Tabla 2.4: Tabla de los nombres, definiciones y simbolos estandares para las variables cinemaéticas medidas por CASA con su respectiva férmula
2, 5, 14]. Sea {p;}¥.; una trayectoria de N puntos, D(p,q) la distancia Euclideana entre p y ¢, i el factor de escala (um/pixel).

PepHIHOIU] €°C



Capitulo 3

Datos

Los datos de los espermatozoides para este trabajo se adquirieron con el sistema desa-
rrollado por Corkidi et al. [11]. El sistema adquiere imagenes en diferentes planos focales
para recolectar la informacién de un instante de tiempo, este proceso se realiza hasta
que el espermatozoide sale del campo de visién (ver Seccién 3.1). La serie de imagenes
capturadas se guarda en formato TIFF mediante el software de la cAmara. Un programa
desarrollado en Java, con anterioridad, vincula cada imagen con la altura especifica en la
que fue capturada, permitiendo su visualizacién en la interfaz grafica. Este software ofrece
la flexibilidad de elegir entre las secuencias de pilas durante la fase de subida o bajada
del piezoeléctrico, y permite al usuario ajustar de manera independiente el plano focal,
la altura y el tiempo segin sus preferencias. Ademads, el programa proporciona diversas
opciones de almacenamiento, incluyendo la creacion de hyperstacks para su visualizacion
en otros programas, y guarda las alturas de las imagenes en archivos de texto en micras.
Esta informacion se procesa para segmentar el flagelo como se describe en Hernandez-
Herrera et al. [27]. El pre-procesamiento de los datos genera las coordenadas en 3D para
cada punto que conforma al flagelo en diferentes tiempos. El primer punto corresponde al
centroide de la cabeza del espermatozoide para cada tiempo.

En la Figura 3.1 se muestra una representacion de los archivos, donde el punto magenta
corresponde al primer punto (la cabeza), la linea azul es la representacién de las coorde-
nadas obtenidas de la segmentacién y la linea negra son los datos suavizados mediante
splines, que no necesariamente se encuentran a la misma distancia. La frecuencia de ad-
quisiciéon de imagenes en el plano X — Y es de 90 imagenes por segundo con un tamaiio
del pixel de 184.375 nm.

Sea un espermatozoide ¢ del conjunto de datos, la linea central de flagelo se rastre6 durante
T—tiempos y se describe por Ny—puntos. Cada punto p,, se encuentra en el marco de refe-
rencia del laboratorio (LRF - Laboratory Reference Frame, por sus siglas en inglés) y esta
descrito por sus coordenadas en 3D piEFR = {gILPR 4ILFR SLLFRY - onde n corresponde a
la n—ésima posiciéon de la linea central del flagelo en el tiempo t para el espermatozoide
i,tel,2,....,Tyne€l,2,...,N. El nimero de puntos N que describe al flagelo varia
para cada uno de los T'—tiempos. Debido al proceso de segmentacién el niimero de puntos

detectados por flagelo, asi como el nimero de flagelos por espermatozoides pueden variar.

El conjunto de experimentos de espermatozoides se divide entre inducidos a capacita-
cién y no inducidos a capacitacion. Los espermatozoides inducidos a capacitacion se les
anade un medio capacitante durante seis horas antes de adquirir las imégenes. La base de

23



80—

78—

76—

z [ﬂm]
S

72—

70—

68—

307

35

—

o, 2
% 9

) 98 X [um]

0

45
Y [um]
90

Figura 3.1: Representaciéon grafica del tiempo 10 del batido flagelar de un espermatozoide
(ID: Cap 024). La linea roja se conforma por los puntos extraidos de la segmentacion de
la linea central. La linea azul es el suavizado de los datos originales con una interpolacion
de ~ 100nm. El punto negro representa el primer punto que corresponde al punto en la
cabeza.

datos cuenta con: 60 experimentos de espermatozoides no capacitados y 87 experimentos
de espermatozoides inducidos a capacitacién que han sido segmentados.

Transformamos los datos de cada experimento para alinear las trayectorias con el eje X
(ver Figura 3.2) y que los datos inicien en el origen, de la siguiente manera.

1. Centrar los datos:
1 T N

1 T N ) 1 T N . .
< 2D T U= o D D Yins 2= D2 Zn

CTYION TN, TN,
t=14t t=1n=1 t=141 t=1n=1 t=14Vt t=1n=1

i i N R i i
Tin = Tin = TylYpn = Ytn — Ys2tn — Ztn — ?
donde x,, yn, zn son las coordenadas del punto n, N es el nimero total de puntos.

2. Buscar la direccién de méaxima variacién, mediante la descomposiciéon en valores
singulares.

A =UxV”
donde:
= A es una matriz de N x 3 con las coordenadas 3D,
= U es una matriz de N x 3,

= X es una matriz diagonal con los valores singulares de A,

V es la matriz de rotacién ortogonal de 3 x 3.
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3.1 Configuracién experimental

3. Rotar todos los puntos (los flagelos) respecto al &ngulo encontrado en el paso anterior:

Ty Y 21
x%é Z/%z Zfz
= AVT

TiN  YtN  ZN

4. Trasladar los datos al origen, z%, — min{x'}.

La transformacion se realizé para tener los datos alineados y tener el mismo marco de
referencia para todos los experimentos. En la Figura 3.2 se muestra el conjunto de datos

[um]

z

\.‘
.
A\

P
\A ///vt'/" S
Y [um ml [/ o
v/ i ~
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oy

Figura 3.2: Representacién gréafica resultante de la alineacion de los datos para un esper-
matozoide (ID: Cap 024) con el eje X. Los puntos negros representan el centroide de la
cabeza, mientras que los otros colores se conforman por una serie de puntos que en con-
junto representan al flagelo en diferente tiempo.

que describen al flagelo transformados y alineados con el eje x. El desplazamiento a lo largo
del tiempo del espermatozoide es hacia x — 0. Del conjunto de datos de espermatozoides,
cada uno cuenta con diferente niimero de tiempos (flagelos) y la cantidad de puntos que
definen a cada flagelo también puede variar entre tiempos y experimentos.

3.1. Configuraciéon experimental

La configuracion experimental 3D+t fue especificamente concebido para capturar imégenes
detalladas del batido flagelar del espermatozoide en campo claro, tal y como se decribe en
Corkidi et. al. [11], lo cual requiere un control preciso y dindmico de varias variables. En
este contexto, la eleccion estratégica de componentes y ajustes se convierte en un aspecto
crucial para asegurar la obtencién de datos.

El sistema de adquisicién 3D+t, consiste en un microscopio Olympus IX71 invertido mon-
tado sobre una mesa éptica TMC (GMP SA, Suiza). Se utilizé un objetivo de inmersién en
agua 60X con N.A. = 1.00 (Olympus UIS2 LUMPLFLN 60X W) conectado a un dispositi-
vo piezoeléctrico P-725 (Physik Instruments, MA, EE. UU.). La integracién del dispositivo
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3.1 Configuracién experimental

piezoeléctrico P-725 fue con el objetivo de inducir oscilaciones especificas necesarias para
capturar el batido flagelar del espermatozoide. Se configurd el piezoeléctrico para oscilar
a una frecuencia de 90 Hz y una amplitud de 20 pm (ver Figura 3.3).

Para ajustar con precisién las oscilaciones piezoeléctricas, se utilizé6 un servocontrolador
E501 a través de un amplificador de corriente alta E-55 (Physik Instruments, MA, EE.
UU.). La adquisicién de imagenes se realizé con una camara de alta velocidad NAC Qlv,
con 8 GB de memoria interna. La sincronizacion del sistema de adquisicion se logré me-
diante un generador de funciones E-506 (NI USB-6211, National Instruments, EE. UU.).

Finalmente, para mantener las células espermdticas vivas durante las observaciones, se
utilizé un termocontrolador (Warner Instruments, TCM/CL100) para mantener la tem-
peratura constante a 37°C.

La muestra se posiciona en un soporte externo para evitar la exposicion a las vibraciones
del piezoeléctrico. El conjunto completo se encuentra montado en una mesa éptica (TMC),
que lo aisla de las vibraciones externas. Posteriormente, una computadora Pentium IV (1.8
GHz) adquiere la serie de imédgenes (video) capturadas por la cdmara, almacendndolas
temporalmente en su bufer interno mediante un puerto USB en formato AVI. Ademas,
registra las coordenadas digitalizadas de cada imagen en un archivo de texto (formato
txt).

La configuracién experimental estd disenada para adquirir 28,000 imagenes durante un
periodo de 3.5 segundos. Con una frecuencia en el piezoeléctrico de 90 Hz y una ampli-
tud de 18-25 pm, este oscila iterativamente, acercando y alejando el lente de la caAmara.
Este movimiento desplaza el plano focal en cada instante y captura 8,000 imagenes por
segundo, con 88 en cada periodo de la funcién triangular. Dado que la adquisiciéon es lo su-
ficientemente rapida como para considerar que el espermatozoide permanecié casi estatico
entre una imagen y otra, cada pila de 44 imédgenes adquiridas en la subida o bajada se
trata como una sola imagen tridimensional en un tiempo. Esto proporciona una resoluciéon
en la coordenada z de 0.41-0.57 um. Cabe destacar que algunos videos muestran que la
célula de interés se desplaza o desaparece parcial o completamente de la imagen. Dichos
videos se recortan para conservar solo la parte util, donde la célula permanece visible, lo
que introduce variabilidad en la longitud del video de cada muestra.
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Figura 3.3: Diagrama de la configuracién experimental para la adquisiciéon de imégenes.
Imagen basada en [11].
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Capitulo 4

Metodologias para la Caracterizacion del

Batido del Flagelo

El analisis de las trayectorias en 3D+t es complejo debido a la gran cantidad de informacién
que contienen comparado con los datos en 2D+t. Sin embargo, la capacidad de analizar
trayectorias en 3D+t es relevante para una variedad de aplicaciones, como el analisis
de movimiento de células o microorganismos. En este trabajo se presenta el analisis de
trayectorias de espermatozoides, especificamente para la evaluacion de su motilidad.

En el reconocimiento de patrones y visién por computadora, el ajuste de modelos primitivos
a imagenes es una tarea basica que permite la reduccién y simplificacion de los datos para
su procesamiento posterior [19]. En este capitulo se describen los métodos utilizados para
la extraccién de caracteristicas y la clasificacién de los datos. Es importante tener en
cuenta que la base de datos utilizada en estos métodos difiere de la presentada en este
documento, a excepciéon de la ultima seccién, pero se presenta esta descripcion con el
propésito de brindar informacién relevante para futuros trabajos.

Cabe mencionar, que los métodos adicionales no se exploraron ampliamente debido a las
limitaciones mencionadas anteriormente. Sin embargo, se considera que podrian ser pro-
metedores en el analisis de patrones de batidos flagelares en futuros trabajos. La eleccion
de un método especifico dependerd de las caracteristicas y requisitos especificos de la base
de datos y del objetivo de la investigacién.

4.1. Clasificacion supervisada con datos canoénicos

En esta seccién se describe el enfoque de clasificacién supervisada utilizado al inicio del
proyecto, donde el conjunto de datos estaba previamente etiquetado visualmente. Para
este propdsito, se implement6 un clasificador supervisado basado en una red de memoria
a corto y largo plazo (LSTM, por sus siglas en inglés) inspirada en el articulo de Chen et
al. [9], originalmente disefiado para clasificar movimientos corporales humanos.

Las redes de LSTM son una variante de las Redes Neuronales Recurrentes (RNN, por sus
siglas en inglés) que permiten capturar informacion contextual a largo plazo. En este caso,
una red LSTM recuerda informacién durante largos periodos de tiempo [45] utilizando
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4.1 Clasificacién supervisada con datos candnicos

cuatro unidades bésicas interconectadas (representadas por las cajas amarillas en la Figura
4.1), que interactiian de manera dindmica.

l,/_‘\
e

r

o YA )

v
i - b
=)

L
tanh [P_'G
ﬁ\l .
@H C

X0 [@] Funcién sigmoide

()

N

v
g

I:tanh'j Funcién tangente hiperbdlica
® Multiplicacién producto punto
@ Suma de vectores

Figura 4.1: Esquema de una red LSTM. La celda de una red neuronal recurrente LSTM se
compone de una celda de memoria, una puerta de entrada (x), una puerta de salida (h) y
una puerta de olvido. La celda de memoria almacena informacién a lo largo del tiempo (c),
procesa la informacion de entrada y genera salidas basadas en su estado de memoria y las
entradas recibidas. Las puertas de entrada, salida y olvido regulan el flujo de informacién
en la celda de LSTM. Imagen basada en [45].

La primera capa, conocida como la capa de olvido, emplea una funcién de activacién
sigmoide para decidir qué informacion debe mantenerse en la celda de estado. La salida
de esta capa, un valor entre 0 y 1, determina la cantidad de informacién que se conserva,
considerando tanto la entrada actual como la salida del estado anterior. Un valor de 0
indica que se descarta la informacién, mientras que un valor de 1 indica que se retiene
toda la informacion. La segunda etapa de la red LSTM consta de dos capas adicionales que
deciden qué informacion se almacenara en la celda de estado. Por tltimo, se encuentra la
capa que determina la salida final. Primero, una capa de funcién de activacién (sigmoide)
decide qué parte de la celda de estado debe ser emitida, y luego se filtra la celda de estado
a través de la funcién tangente hiperbélica (tanh) [45].

En este trabajo, se implementaron dos capas de redes LSTM con una arquitectura “muchos
a uno”, lo que significa que la red tiene multiples entradas pero produce una tnica salida.
Para la clasificacién de los espermatozoides, se modificé la funcién de activacién softmax
(para clasificacién de multiples clases) por una funcién sigmoide (clasificacién binaria).

El conjunto de datos utilizado consistié inicamente de espermatozoides inducidos a capaci-
tacion los cuales estaban etiquetados visualmente. Este conjunto se dividié en un conjunto
de entrenamiento (136 experimentos) y un conjunto de prueba (38 experimentos), cada
uno de ellos con 32 flagelos y 261 puntos. Se tomaron 261 puntos, ya que era el niimero
minimo de puntos que tenian los experimentos. Las coordenadas de los puntos que des-
criben los espermatozoides se utilizaron como entrada para el clasificador. Los resultados
obtenidos por la red utilizando tnicamente las coordenadas fueron los siguientes:

= Exactitud en la prueba: aproximadamente 57.89 %.

= Precisién: aproximadamente 76.07 %.
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4.2 Clasificacion supervisada con vectores de movimiento

= Sensitividad: aproximadamente 57.89 %.
s Puntuacién F;: aproximadamente 57.8 %.

Ademas, se agregd la magnitud de desplazamiento y el angulo para un mismo punto en
dos instantes de tiempo consecutivos, lo que arrojé los siguientes resultados:

= Exactitud en la prueba: aproximadamente 44.7 %.
= Precisién: aproximadamente 79.9 %.

= Sensitividad: aproximadamente 44.73 %.

= Puntuacién Fy: aproximadamente 38.91 %.

Los resultados indicaron que afiadir la magnitud y el angulo no aporté informacion signifi-
cativa para la clasificacién de los datos. La eficacia del clasificador fue baja, posiblemente
debido al tamano reducido del conjunto de datos o a que las caracteristicas extraidas no
reflejaron adecuadamente la variacion en los datos.

La Figura 4.2 muestra las matrices de confusion obtenidas durante el entrenamiento y
validaciéon de la red utilizando tnicamente las coordenadas del flagelo y las matrices de
confusién correspondientes al entrenamiento y validacién con las coordenadas del flagelo, la
magnitud de desplazamiento y el &ngulo. Ademés, se incluyen las graficas que representan
las iteraciones necesarias para entrenar la red.

Los resultados indican que la adiciéon de la magnitud y el dngulo como caracteristicas no
aporta informacién significativa para la clasificacion de los datos.

4.2. Clasificaciéon supervisada con vectores de movimiento

En este enfoque de clasificacion supervisada, utilizamos vectores de movimiento para esti-
mar el desplazamiento de un punto en el flagelo de un espermatozoide a través del tiempo.
Los vectores de movimiento representan la direccion y magnitud del desplazamiento de un
punto entre dos instantes de tiempo consecutivos.

i
(t+1)n

Dado un punto pi,, del espermatozoide i en el tiempo ¢ y su correspondiente punto p
en el tiempo t+1, las coordenadas de estos puntos en 3D se representan como {z?,,, vi,, 24, }.

A partir de estas coordenadas, se puede calcular el vector de desplazamiento pé t+1)n uti-
lizando la siguiente formula:

pzt—f—l)n = pl(t—‘rl)n — Pin (4.1)

= <x%t+l)n - xfﬁn’ yEtJrl)n - yzm Zthrl)n - ZZn> (4'2)

Una vez obtenido el vector de desplazamiento, se puede calcular su magnitud ||p|| utili-
zando la férmula:

i 2 i 2 i 2
HpH = \/px(t+1)n +py(t+1)n +pz(t+1)n ) (43)
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Figura 4.2: Matrices de confusién del lado izquierdo y gréaficas del entrenamiento y vali-
dacién de la red LSTM del lado derecho. (i) Muestra los resultados obtenidos utilizando
unicamente las coordenadas del flagelo. (ii) Presenta los resultados obtenidos utilizando
las coordenadas del flagelo, la magnitud de desplazamiento y el angulo.

Ademaés, se puede calcular el vector director p utilizando la formula:

~ |Y
p=-1. (4.4)
Pl

Con estos célculos, podemos reconstruir las coordenadas del punto p’é utilizando las

' t+1)n
coordenadas del punto pj, y la direcciéon y magnitud del vector de desplazamiento:

Pl 1yn = (@i + P[Pz, Yoo + 1| P15y, 20 + [| P 1172)-

Estos calculos se realizan para todos los puntos en el flagelo entre tiempos consecutivos, lo
que nos proporciona los vectores de movimiento. La Figura 4.3 muestra un ejemplo de los
vectores de movimiento obtenidos para todos los puntos en el flagelo de un espermatozoide
entre tres tiempos consecutivos.
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Figura 4.3: (i) La gréfica en 3D muestra los vectores de movimiento de todos los puntos
en el flagelo en tres tiempos consecutivos para un espermatozoide i. Los puntos verdes
representan pj,,, los amarillos representan pi, y los azules representan pb,. Las lineas
representan los vectores reconstruidos para cada punto entre los diferentes tiempos uti-
lizando la direcciéon y magnitud calculadas previamente. (ii-iv) Las graficas muestran las
proyecciones en los diferentes planos X — Y, Y — Z y X — Z, respectivamente.

Utilizamos estos vectores de movimiento como caracteristicas de los experimentos para
entrenar una red LSTM. La arquitectura de la red consta de dos capas LSTM, con 32
celdas en cada capa, seguidas de una funcién de activaciéon sigmoide para la clasificacion
binaria. Los datos de entrenamiento y validacién se dividieron de la siguiente manera:
70 muestras activadas y 70 muestras hiperactivadas para entrenamiento, y 26 muestras
activadas y 8 muestras hiperactivadas para validacion.

Inicialmente, se observo que la red tenia inestabilidad en los valores de exactitud y mos-
traba signos de sobreajuste, ya que obtenia una exactitud del 100 % tanto en los datos
de entrenamiento como en los de validacién. Por lo tanto, se realizaron ajustes en los
hiperpardametros y en la arquitectura de la red para mejorar la clasificacion y evitar el
sobreajuste.

Los hiperpardmetros que se variaron fueron el nimero de capas LSTM (1-3), el ntiimero
de celdas en cada capa (32 o 64), la tasa de aprendizaje y el valor de lambda () utilizado
en la regularizacién. Se realizaron tres ejecuciones de entrenamiento de la red y se obtuvo
el valor promedio de la exactitud para evaluar los diferentes ajustes de hiperparametros.

La Figura 4.4 muestra los resultados promedio de la exactitud obtenidos en las pruebas de
variacion de hiperparametros, con la desviacién estandar indicada en las lineas de error.
El enfoque de clasificacién supervisada con vectores de movimiento permitié mejorar la
eficiencia de la red y evitar el sobreajuste. La red LSTM con la configuraciéon de tres
capas, 32 celdas en cada capa, una tasa de aprendizaje de 0.009 y un valor de lambda de
0.0015 proporcioné los mejores resultados en términos de exactitud, precisién, sensibilidad
y puntuacion Fj.
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No. Exp. | Numero | No. Celdas | No. Celdas | No. Celdas | Learning | Lambda | Batch Forget Forget Forget
de capas | capa 1 capa 2 capa 3 rate lost size bias bias bias
capa 1 capa 2 capa 3
1 3 64 64 64 0.005 0.0015 8 1 1 1
2 2 64 64 nan 0.005 0.0015 8 1 1 nan
3 1 64 nan nan 0.005 0.0015 8 1 nan nan
4 3 32 32 32 0.005 0.0015 8 1 1 1
5 2 32 32 nan 0.005 0.0015 8 1 1 nan
6 1 32 nan nan 0.005 0.0015 8 1 nan nan
7 3 32 32 32 0.001 0.0015 8 1 1 1
8 3 32 32 32 0.009 0.0015 8 1 1 1
9 3 32 32 32 0.007 0.0015 8 1 1 1
10 3 32 32 32 0.008 0.0015 8 1 1 1
11 3 32 32 32 0.01 0.0015 8 1 1 1
12 3 32 32 32 0.0085 0.0015 8 1 1 1
13 3 32 32 32 0.009 0.001 8 1 1 1
14 3 32 32 32 0.009 0.00125 | 8 1 1 1
15 3 32 32 32 0.009 0.00175 | 8 1 1 1

Tabla 4.1: Variaciones de experimentos para entrenar una red. Se muestran los hiperparametros utilizados en cada experimento, incluyendo
el nimero de capas, el nimero de celdas en cada capa, la tasa de aprendizaje, la pérdida lambda, el tamano del lote (batch size) y el sesgo de
olvido (forget bias) para cada capa.
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4.3 Clasificacién supervisada con caracteristicas estructurales del flagelo (GRU, RNN)
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Figura 4.4: Grafica que muestra los valores promedio de exactitud obtenidos en las pruebas
de variacién de los hiperpardmetros (ver Tabla 4.1). Se incluye la desviacién estandar en las
lineas de error. Cada columna representa una configuracion diferente de hiperparametros.

4.3. Clasificacion supervisada con caracteristicas estructu-

rales del flagelo (GRU, RNN)

Debido al bajo rendimiento (menor al 75 %) obtenido al utilizar los vectores de movimiento
como atributos en la red LSTM, se decidi6 explorar el uso de caracteristicas estructurales
del flagelo. Estas caracteristicas se basan en el trabajo previo realizado por Lépez et al.
[37]. Se centran en la geometria del flagelo y cuantifican las variaciones de su forma a lo
largo del tiempo.

En este estudio, cada flagelo de cada experimento se trasladé al origen. Para cada tiempo
t, se describi6 el flagelo utilizando 11 caracteristicas basadas en [37]:

» Angulos de la recta paramétrica (3 caracteristicas) (ver Figura 4.5 a): Se calcula la
linea paramétrica entre el punto inicial y el punto final del flagelo, y se obtienen los
cosenos directores de esta linea.

» Distancia méxima a la recta paramétrica (1 caracteristica) (ver Figura 4.5 c): Se
calcula la distancia maxima entre los puntos del flagelo y la recta paramétrica.

= Angulos a la RDO (Regresion de Distancia Ortogonal) (3 caracteristicas) (ver Figura
4.5 b): Se realiza una regresiéon de distancia ortogonal en los puntos del flagelo y se
obtienen los cosenos directores de esta regresion.

» Distancia méxima a la RDO (1 caracteristica) (ver Figura 4.5 d): Se calcula la
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distancia maxima entre los puntos del flagelo y la regresiéon de distancia ortogonal.

= Angulo entre dos rectas paramétricas (1 caracteristica) (ver Figura 4.5 e): Se calculan
las rectas paramétricas entre el punto inicial y el punto medio, y entre el punto medio
y el punto final del flagelo, y se obtiene el angulo entre estas dos rectas.

= Angulo entre dos RDO (1 caracteristica) (ver Figura 4.5 f): Se realizan regresiones
de distancia ortogonal en la mitad del flagelo y la otra mitad, y se obtiene el &ngulo
entre estas dos regresiones.

» Razén de curvatura total (RCT) (1 caracteristica) (ver Figura 4.5 g): Se calcula la
longitud total del flagelo y la distancia del punto inicial al punto final, y se obtiene
la RCT como la proporcién entre estas dos distancias.

Figura 4.5: Representaciones gréficas de las caracteristicas del flagero. i) Angulos de la
recta paramétrica. ii) Angulos de la RDO. iii) Distancia maxima de los puntos del flagelo
a la recta paramétrica. iv) Distancia méxima de los puntos del flagelo a la RDO. v)
Angulos entre dos rectas paramétricas. vi) Angulos entre dos RDOS que definen el flagelo.
vii) Razén de curvatura total. Imagenes tomadas de [37].

Estas caracteristicas se obtienen para cada flagelo en cada tiempo, lo que resulta en una
matriz de tamano 32 x 11 para cada espermatozoide. Estas nuevas caracteristicas se utili-
zaron para entrenar una red neuronal con la arquitectura que se muestra en la Figura 4.6.
La arquitectura se probé con celdas recurrentes, Red Neuronal Recurrente (RNN, por sus
siglas en inglés), Unidad Recurrente Cerrada (GRU, por sus siglas en inglés) y LSTM. Son
llamadas asi, debido a su capacidad para mantener y utilizar la informaciéon previa en la
toma de decisiones actuales. Las celdas GRU controlan el flujo de informacién que pasara
a la siguiente celda de manera similar a las LSTM’s, sin utilizar la unidad de memoria.
Combina la unidad de olvido y la unidad de entrada en la unidad de actualizaciéon. Asi co-
mo el estado interno (memoria de la red) y el estado de la celda en una unidad de reinicio.
Mientras que una RNN es un tipo de red neuronal artificial donde las conexiones entre
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nodos forman un grafo dirigido a lo largo de una secuencia temporal, lo que permite tener
el comportamiento temporal dindmico de los datos. Las RNN’s utilizan un estado interno
(memoria) para procesar secuencias de entradas, de tal manera que van teniendo un con-
texto del procesamiento. En esta etapa, se probaron diferentes tipos de celdas recurrentes
en una red de una capa con 32 celdas. Las salidas de cada celda se conectaron a la siguiente
y, al final, se pasaron a una capa densa para la clasificaciéon de los datos (ver Figura 4.6).
Los vectores de caracteristicas (Cy,n € [0,31]) descritos anteriormente entran a la red
por pasos de tiempo. Sin embargo, los resultados obtenidos nuevamente mostraron poca

Figura 4.6: Diagrama de la arquitectura de la
@ red. Los vectores de caracteristicas pasan por

las celdas (RNN, GRU o LSTM). Cuenta con
una capa densa y al final pasa por una funciéon
de activacién sigmoide para la clasificacién.

[ Celda ]—»[ Celda ]—» ------ —| Celda

I I I

Co Cy Ciy

eficiencia, como se muestra en la Figura 4.7. Las redes implementadas para los diferentes
atributos mostraron dificultades para clasificar los datos, lo que sugiere que los problemas
pueden deberse a factores como (1) los datos eran insuficientes, (2) los datos estdn mal
etiquetados o que (3) la red seleccionada no era la correcta. Dado que el etiquetado de los
datos se realizé de manera visual y no se dispone de un sistema de referencia para verificar
las etiquetas, se decidié cambiar el enfoque y explorar la clasificacién no supervisada con
una nueva base de datos.

Figura 4.7: Grafica de los mejores
_ nguM resultados obtenidos con la red. El
— RWN eje horizontal son las épocas. Las
lineas superiores muestran el error
de la clasificacién. Las lineas de la
70 parte inferior muestran el porcen-
taje de exactitud obtenido. La ro-

60 ja muestra los resultados para las

— r\\f/_\/_\,«,—/_\_/ celdas GRU, las verdes para las cel-

50 7«\7;_—”_ das RNN y las azules de las celdas
LSTM.
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4.4. Clasificacion no supervisada para proyeccion de distri-

buciones

Los conjuntos de datos a partir de este punto no estan etiquetados. Sin embargo, debido
a la naturaleza experimental, sabemos que los espermatozoides no capacitados no pueden
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hiperactivarse, mientras que solo un porcentaje (entre el 10 % y el 20 %) de los espermato-
zoides inducidos a capacitaciéon pueden mostrar una motilidad hiperactividad. Dado que
los datos no estan etiquetados y no existe un sistema de clasificacién disponible, no es
posible etiquetarlos ni visualmente por la corta duraciéon de los videos.

Una forma de capturar el patrén de batido es mediante la proyeccién de todos los puntos
sobre un plano para observar su distribucién (ver Seccién B.1). Para ello, se proyectan
ortogonalmente todos los puntos de todos los flagelos en el plano (Y — Z) dado que los
datos estan alineados con el eje X y nos interesa conocer la distribuciéon de los puntos que
conforman al flagelo.

A los puntos proyectados se les ajusta una funcién de densidad para Y y Z por separado
(panel izquierdo inferior de las figuras en la Seccién B.1, en rojo para Y y en azul para Z)
para asi obtener la funcién de densidad de los puntos proyectados sobre el plano (el plano
sobre Y — Z de panel izquierdo inferior de las figuras en la Seccién B.1). Esto se traduce en
una funcién de densidad 2D con altura y anchos que definen la distribucién de los puntos.
Con el fin de caracterizar la ubicacién de la mayor densidad de puntos en un experimento,
se obtienen los maximos locales de la distribucién (marcados con un asterisco en el panel
izquierdo inferior y en el panel derecho de las figuras). Para la proyeccién de los puntos,
se ajusta una elipse (linea roja en el panel derecho) a partir de la cual se obtienen el valor
de los semi-ejes, el dngulo de rotacion y la excentricidad. Por iltimo, para determinar la
forma del perimetro que delimita la proyeccién, se calcula el nimero de picos que tiene
este perimetro.

Por ejemplo, para el espermatozoide 5, la forma de la proyeccién es una estrella. Si tomamos
la distancia de los puntos que definen el perimetro hacia el centroide y obtenemos los
picos de dicho célculo, encontramos que la proyeccién tiene 7 picos, lo cual concuerda con
la forma de estrella observada. Otra medida obtenida es la redondez, cuya férmula es:
(4 x A x 7)/P?% donde A es el rea y P es el perimetro. En resumen, las caracteristicas
obtenidas son las siguientes:

= Ancho de la funciéon de densidad sobre el eje Y.

= Ancho de la funcién de densidad sobre el eje Z.

= Maximo de la funcién de densidad en 2D.

» Numero de maximos locales (mayor densidad de puntos en la proyeccion).
= Redondez.

= Semi-eje mayor.

= Semi-eje menor.

= Excentricidad.

] Angulo de rotacién.

Esto da un total de 9 atributos para la agrupacién de los datos. Se analizé la covarianza
de dichos atributos para obtener los mas relevantes. Como resultado, se seleccionaron los
atributos: ancho de la funciéon de densidad en el eje Z, redondez de la proyeccion, semi-eje
mayor, semi-eje menor y excentricidad del ajuste de la elipse. Luego, se aplicé el método de
componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) para reducir la dimensionalidad.

Para la clasificacién no supervisada se utilizé6 un Modelo de Gaussianas Mezcladas (GMM,
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por sus siglas en inglés). Este tipo de clasificacién se utiliza para representar la presen-
cia de subpoblaciones dentro de una misma poblacién y para estimar la distribucién de
probabilidad de observaciones en la poblacién en general. Este modelo es ttil para crear
inferencias estadisticas, aproximaciones y predicciones sobre las propiedades de las sub-
poblaciones a partir de observaciones o datos adquiridos de la poblacién estudiada, sin
necesidad de informacion que identifique a la subpoblacién especifica. Es un método en el
cual se busca definir una o més distribuciones Gaussianas (k € 1,..., K) sobre los datos.

Existen dos tipos de agrupacién con este método: la suave y la dura. En la asignaciéon
suave un dato puede pertenecer a mas de un grupo, de hecho, cada dato tiene ciertas
probabilidades de pertenecer a cada uno de los posibles grupos. En la asignaciéon dura,
asi como en el método de k — means, cada dato solo pertenece a un grupo. A diferencia
del agrupamiento por k — means, los grupos pueden tener diferente forma, es decir, la
formacion de los grupos depende de la varianza en los datos. Para definir las distribuciones
de probabilidad, este método se convierte en un problema de inferencia.

Utilizamos un Modelo de Gaussianas Mezcladas “duro”, con K = 3 y K = 4 y se con-
sideraron las dos componentes principales que representan mds del 80 % de la varianza
total. Los resultados obtenidos son consistentes con los obtenidos mediante el algoritmo
k — means. En la figura 4.8 se observa que las distribuciones a los datos se ajustan mejor
con K = 4. En ese caso, los grupos quedan de la siguiente manera:

» Gi: 5, 12, 13, 24, 39 v 42.

= Go: 2, 8, 14, 15, 19, 20, 21, 25, 26, 27, 28, 31, 33, 36, 38, 43, 45, 47, 48, 50, 52, 56,
57, 62, 64, 68, 70, 73, 74, 76, 79, 80, 81, 82, 86, 87, 88, 92, 93, 94, 95 y 97,

x G 4,9, 11, 18, 22, 40, 41, 44, 46, 54, 59, 60, 77 y 83.

= Gu: 1,3, 6,7, 10, 16, 17, 23, 29, 30, 32, 34, 35, 37, 49, 51, 53, 55, 58, 61, 63, 65, 66,
67, 69, 71, 72, 75, 78, 84, 85, 89, 90, 91, 96, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105 y
106.

Después realizamos una agrupacién con el algoritmo de k — means con k = 4. De esta
manera, se formaron 4 grupos de espermatozoides:

= G1: 9, 14, 18, 26, 27, 28, 31, 40, 41, 43, 44, 46, 47, 48, 54, 56, 57, 59, 60, 62, 63, 68,
70, 73, 77, 80, 81, 87, 88, 90, 93, 95 y 97

= Go: 4,6, 7,10, 11, 17, 19, 20, 23, 25, 29, 36, 38, 49, 55, 61, 65, 67, 69, 71, 74, 76, 78,
79, 82, 83, 84, 85, 86, 91, 92, 94, 96, 101, 103, 104, 105 y 106

» Gy 5, 12, 13, 22, 24, 39, 42 v 45.

= Gu: 1,2, 3,8, 15, 16, 21, 30, 32, 33, 34, 35, 37, 50, 51, 52, 53, 58, 64, 66, 72, 75, 89,
98, 99, 100 y 102.

En conclusién, se ha demostrado que los datos presentan caracteristicas distintivas que
M
permiten su agrupacién con una alta varianza entre las clases.

37



4.4 Clasificacién no supervisada para proyeccién de distribuciones

Modelo de Mezclas Gaussianas - 3 Componentes
T T T T T
42

® Cap ) “~ 024 13
25+ ® NoCap N
D> GMM .60 \ \

-
[$)]
T
.
~
N
N
.
'
w
\
\

/ ) 7 ~ N \ «39

.32 // A

/ /06_267 Vo R0 Teg
i

22 -

20. Componente Principal
o
o [,
T T
- «.. T
e -~
2 & -~
e
- "5
. S
ot ﬁ
23
Lo S
-00 L]
- -}
ﬁ},i _
NN
o
w
co

©
@

\ 69, | 1
(RN gge 934 \

NN N A 0aT e B g0 e L

L1 \
Yag N N Ve e 30Tt .85
_1 - 3?\ N NN ~ " | i b
LN SN “51\7/ 96 1 «103 \\

|

TR A VA
~ RN '// « 55/ W‘

« M

\J\ UL W67 08 .*2449,/23, 78

2 : ‘ i,

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
1er. Componente Principal

Modelo de Mezclas Gaussianas - 4 Componentes
T T T T T T

® Cap N «42
W “h 24 13
® NoCap \ \\ N
O GMM 60 AN

N
[&]
T
.
~
=]
\
B
|
L
Z
.
2,
>
-
p
L

/ N A N R «39

.32 / por T TREN N RN

20. Componente Principal
o
(=] an
T T
- o
-~ (=]
- - .(J
3 L
o
a2 g

S
(o]
T
.
s
o
g,
=)
©

M

'
-
T
.
o
=S
.
e
-
.
.
ey
=]
w
L

1.5¢ RS Ly LT YY)

- . . RIS 4 . |
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
1er. Componente Principal

Figura 4.8: Grafica de agrupamiento mediante el modelo de MG para las proyecciones de
los puntos en un plano. En la parte superior la agrupacion para K = 3 y en la parte
inferior la agrupacién para K = 4.
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4.5. Clasificacién no supervisada para el analisis de trayec-

torias en 3D+t

Una forma alternativa de obtener caracteristicas estructurales de la forma de los flagelos
es utilizar el andlisis de las trayectorias en el tiempo y en el espacio en el marco de
referencia original. Este método es muy utilizado para el reconocimiento de gestos, aunque
en la literatura no se ha aplicado a el analisis de trayectorias en el tiempo. El andlisis de
trayectorias en 3D se basé en [59] que utilizan cuatro tipos de primitivas en 3D (ver Figura
4.9).

Re

L) ii) ) iv)
SO ) ST

Vel

Figura 4.9: Representacion grafica de las primitivas para el anélisis de trayectorias. Imagen
basada en [59]. i) Linea recta (A), ii) Curva plana (B), iii) Hélice derecha (C) y iv) Hélice
izquierda (D).

Estas primitivas pueden representarse en forma de letras del abecedario o por color.
» Una linea recta (A) representada en color negro.
» Una curva plana (B) representada en color verde.
= Una hélice derecha (C) representada en azul.
» Una hélice izquierda (D) representada en rojo.

En las figuras 4.10 y 4.11 se muestran los andlisis de trayectorias de espermatozoides
inducidos a capacitaciéon y no inducidos a capacitacién del conjunto de datos.

De esta manera, las trayectorias de los flagelos de los espermatozoides (andlisis temporal)
y las trayectorias de movimiento (andlisis espacial) se describen en términos de primiti-
vas. Por ejemplo, un flagelo descrito por 10 puntos se representaria como una cadena de
primitivas “BBBCCCABB”. El andlisis espacial se realiza en relacién con la curvatura de
los flagelos y, de manera similar al analisis temporal, se representa utilizando primitivas.

El anélisis de trayectorias reduce la informaciéon en 3D a una cadena de caracteres, ademas
de la curvatura y torsiéon. Esto permite diferenciar dos curvas que sean sintdcticamente
iguales. Siguiendo la analogia con las cadenas de ADN, nos basamos en el articulo [56],
donde clasifican cadenas de ADN mediante agrupamiento jerarquico basado en g-gramas.

Consideremos una secuencia S = s1, 2, . . ., SQ4(q—1) compuesta por simbolos pertenecien-
tes a un alfabeto A conformado por las primitivas descritas anteriormente (A, B, C, D).
Un g-grama de la secuencia S se define como una subsecuencia de simbolos consecutivos
de longitud ¢. En el articulo, se proponen diversas medidas de distancia para cuantificar
la disparidad entre dos secuencias S1 y Ss.

En el ejemplo anterior, la secuencia seria S=SBBBCCCABB y podemos obtener la frecuen-
cia del g-grama = BB, seria f(BB) = 3.
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donde f1(q) y f2(q) son las frecuencias de un g-grama en la secuencia S.

Para el andlisis de trayectorias, se utilizé un alfabeto compuesto por las primitivas B, C,
y D, ya que no se encontré la primitiva “A” en ninguna de las cadenas generadas. Por lo
tanto, se excluyd “A” al crear las combinaciones de gramas. Primero se generaron todas
10. A continuacién, se buscaron las frecuencias
de cada g-grama en las cadenas de primitivas. Debido a que el tiempo no se considerd
en esta agrupacién, se calculé la frecuencia promedio de cada g-grama. Por ejemplo, si el
4-grama “DDCC” aparece 10 veces en un flagelo, 50 veces en otro y 28 veces en otro, se
toma el promedio de la frecuencia de apariciéon en todos los experimentos. Esto también

las combinaciones posibles para ¢ =1,...,

resuelve el problema de las diferencias de tiempo entre los experimentos.
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Figura 4.10: Anélisis de trayectorias en el tiempo. En la parte superior se muestra el anali-
sis de trayectorias del espermatozoide no capacitado (experimento 1). En la parte inferior
se muestra el andlisis de trayectorias del espermatozoide inducido a capacitacién (experi-
mento 5). Las graficas de lado izquierdo representan la codificacién de las trayectorias en
las primitivas: negro (linea recta), verde (curva plana), azul (hélice derecha), y rojo (hélice
izquierda).

La Figura 4.12 muestra los g-gramas mas frecuentes en las secuencias de primitivas de los
espermatozoides.

A continuacién, se calcularon las matrices de disimilitud utilizando las distancias mencio-
nadas anteriormente, para un valor de ¢ igual a 10. Se aplicé un agrupamiento jerarquico
a estas matrices de disimilitud utilizando un enlace completo. Los resultados se muestran
en los dendrogramas de la Figura 4.13 a la Figura 4.15. Sin embargo, las distancias uti-
lizadas no muestran las caracteristicas distintivas de las secuencias de primitivas. Esto
puede ser debido a que la temporalidad estd presente en los datos de los espermatozoides,
a diferencia de la clasificacion de ADN. Por lo tanto, es de vital importancia encontrar
una distancia o métrica que incluya el tiempo o la frecuencia temporal de los g-gramas.
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Figura 4.11: Analisis de trayectorias en el espacio. En la parte superior se muestra el anali-
sis de trayectorias del espermatozoide no capacitado (experimento 1). En la parte inferior
se muestra el andlisis de trayectorias del espermatozoide inducido a capacitacién (experi-
mento 5). Las graficas de lado izquierdo representan la codificacién de las trayectorias en
las primitivas: negro (linea recta), verde (curva plana), azul (hélice derecha), y rojo (hélice
izquierda).

42



4.5 Clasificacién no supervisada para el andlisis de trayectorias en 3D+t

Otra opcién seria realizar la alineaciéon de las secuencias para buscar patrones o utilizar
g-gramas con valores de ¢ mayores a 10.
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Figura 4.12: Gréfica de la frecuencia promedio de los 30 g-gramas més frecuentes en las
secuencias de primitivas.
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4.5 Clasificacién no supervisada para el andlisis de trayectorias en 3D+t
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Figura 4.15: Dendrogramas en representacion circular para cada una de las distancias (d;3 — d18) de la matriz de disimilitud.



4.6 Clasificacién no supervisada para histogramas circulares

4.6. Clasificacion no supervisada para histogramas circula-
res

En el contexto de la forma de la distribuciéon de puntos que describen a los flagelos em-
pleamos histogramas circulares. La distribucién de los puntos que describen al flagelo en
los diferentes tiempos se puede representar como una distribucion circular del conjunto de
datos. El enfoque propuesto se describe a continuacién:

Para cada espermatozoide con un conjunto de flagelos conformados por 200 puntos, el
proceso se describe de la siguiente manera:

1. Se calcula la recta paramétrica como se describe en la Seccion 4.3.

’I“(t) =x; + U

2. Se elige el punto pivote p, = (0, 1,0).

3. Se encuentra el punto correspondiente al punto pivote en la recta paramétrica para
determinar el vector pivote.

VRN SN B SR B G . . L
4. Para cada punto pj, = {x},, Yin, Zin }, S€ resuelve la ecuacién (py, —r(t)) -0 = 0 para
encontrar el punto correspondiente en la recta paramétrica.

5. Se traslada el vector pivote a lo largo de la linea paramétrica para que esté a la
misma distancia que pf,,.

6. Se calcula el angulo entre el vector pivote y el vector actual, denotado como @,
utilizando la funcién arcotangente:

U- gactual
0 = arccos (H) )
19| - | Factua

Los datos que se obtienen de este procedimiento son: la cantidad de puntos en los flagelos
que forman un angulo a|a € [0°,360°) con respecto al vector pivote, y la suma de las
distancias de dichos puntos. Esto permite codificar la distribucién de los puntos en un
circulo (ver Figura 4.16). En la Seccién B.2 se muestra la distribucién de densidad en
forma de histograma circular para cada uno de los espermatozoides. La representacion
consiste en un circulo con un radio igual al valor promedio de las distancias. El tamafio
y la opacidad de los circulos en la circunferencia estan relacionados con la proporcion
de puntos que caen en esa regién del circulo. La Figura 4.17 muestra la distribucién de
puntos en forma lineal para cada experimento (filas). Las columnas de 1 a 360 representan
la cantidad de puntos (normalizados) que forman cada éngulo con el vector pivote. La
ultima columna representa, mediante su intensidad, el radio de la circunferencia. Esta
matriz de atributos y observaciones se utiliza para agrupar los datos. La agrupacién de
estos datos se realiza mediante un enfoque de agrupamiento jerarquico. Se obtiene una
matriz de disimilitud de los datos mostrados en la Figura 4.17, calculada utilizando la
distancia euclidiana. El agrupamiento jerarquico se calcula con enlace completo, lo que
resulta en un dendrograma mostrado en la Figura 4.18. En el dendrograma se pueden
observar dos grupos generales:
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4.7 Clasificacién no supervisada para la envolvente de elipses

Z [um]

Figura 4.16: Representacién grafica para la obtencién de la distribucién de densidad de
los puntos que conforman a los flagelos. La linea verde es la recta paramétrica. Los puntos
negros son los puntos de referencia trasladados sobre la recta paramétrica para formar
los vectores de referencia con los puntos magenta. Las lineas punteadas son los vectores
conformados por los puntos en el flagelo y la recta paramétrica. Se busca encontrar el
angulo entre la linea roja y la linea morada para cada uno de los puntos.

= Gi: 5,12, 13, 22, 24, 39 y 42.
n Go:1,2,...,87| ¢ Gy.

4.7. Clasificacion no supervisada para la envolvente de elip-

ses

4.7.1. Ajuste de elipses

Para un conjunto de puntos en el espacio 2D, es posible ajustar una elipse para obtener
informacién sobre su distribucién. Utilizamos el ajuste de una elipse mediante el método
de “Ajuste directo de minimos cuadrados de elipses” descrito en [19].

Sea F'(a,x) la distancia algebraica de un punto a una seccién conica que se describe como:

F(a,x) = Ax® + Bry + Cy* + Dz + Ey + F =0 (4.5)

donde a = [A, B,C,D,E, F|T y x = [2%, zy,y?, =, y,1]T.
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No. Experimento

50 100 150 200 250 300 350
Grados

Figura 4.17: Matriz de los valores de la distribucién de densidad, cada fila representa
un experimento, las primeras 360 columnas cuantifican los grados de la circunferencia y
la dltima columna la circunferencia promedio. La intensidad depende de la cantidad de
puntos que tenian un angulo similar, a mayor proporciéon de puntos el color es blanco.
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Figura 4.18: Dendrograma de las distribuciones de densidad de todos los puntos del flagelo.

El ajuste a una cénica general se puede realizar minimizando la suma de las distancias

algebraicas al cuadrado:
N

Da(a) = 3 F(x;)? (4.6)

i=1

de una curva a IN puntos x;. Para evitar la solucién trivial a = 0, se restringe el vector
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4.7 Clasificacién no supervisada para la envolvente de elipses

a. La matriz de restriccién es una matriz cuadrada de 6 x 6, que evita la solucién trivial
a la minimizacién y se resuelve con un sistema de valores propios generalizados de rango
deficiente:

D Da = \Ca, (4.7)

donde D = [x1,x2," - ,xn]T es la matriz de disefio. La restriccién que se implementa en
[19] es que el discriminante sea (B2 — 4AC) < 0, ya que si el discriminante es:

= Positivo, define una hipérbola
= Cero, define una parabola
= Negativo y A # C, define una elipse.

Es posible escalar los parametros de a por lo que podemos incorporar la escala en la
restriccién e imponer la restriccion de igualdad 4AC — B? = 1. Esta restriccion se expresa
como: a’'Ca = 1 donde:

0O 0 2 00 0O

0 -1 0 00 0O

2 0 0 0 00O
¢= 0O 0 0 0 0 0 0|’ (4.8)

0O 0 0 0 O0 OO

0 0 0 0 0 0 0f

obteniendo el sistema a solucionar:

Sa = MCa (4.9)
alCa = 1 (4.10)

Con este método se reduce la complejidad que existe en el ajuste de las elipses a un
conjunto de puntos y estd acotada para que la solucién siempre sea una elipse.
Una vez ajustada la elipse, se pueden obtener los siguientes pardmetros:

» Semieje mayor (a).

» Semieje menor (b).

= Angulo de rotacién de la elipse (6).
» Centro de la elipse rotada (Cx,Cy).

Con los valores de la elipse ajustada es posible calcular la excentricidad mediante

e=1/1— = (4.11)

donde
= ¢ =0 es un circulo,

= 0 <e < 1esuna elipse, cuando e — 1 es una elipse muy alargada y segtin los datos
puede significar un mal ajuste,
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= ¢ =1 es una parabola,

= ¢ > 1 es una hipérbola.
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Capitulo 5

Resultados

5.1. Ajuste de elipses

El conjunto de datos como se describe en el Capitulo 3, es un conjunto de experimentos no
etiquetados. Sin embargo, por la naturaleza experimental sabemos que los espermatozoides
que no se inducen a capacitacién no pueden hiperactivarse y que de los espermatozoides
que fueron inducidos a capacitacion tan solo un pequetio porcentaje, entre el 10 al 20 %, se
hiperactiva [53]. En esta seccién se presenta la extracciéon de caracteristicas de los datos.
Posteriormente, se describe como se emplea un clasificador no supervisado. Ya que, como se
menciond anteriormente, los datos no estan etiquetados debido a que actualmente no existe
una clasificacién de HA para espermatozoides nadando libremente en 3D+t. Ademas, para
los fisidlogos especialistas, visualmente la clasificaciéon de la motilidad del batido flagelar
en 3D+t es una labor complicada debido a la corta duracién de los videos.

En la Seccién 2.3.2 se hace referencia a estudios previos que indican que los esperma-
tozoides de diferentes especies de mamiferos presentan patrones distintivos en su batido
flagelar, que van desde un estado no capacitado hasta un hiperactivado pasando por un
batido transicional. Basdndonos en esta informacion, se extrajeron caracteristicas con el
objetivo de identificar patrones similares a los descritos en la literatura. La intencién era
obtener caracteristicas que capturaran tanto la informacién espacial como la temporalidad
de los datos, permitiendo asi distinguir entre los distintos tipos de batido exhibidos por
los espermatozoides. Para lograr esto, se desarrollé un método que emplea una envolvente
de elipses ajustadas a lo largo del batido flagelar, como se describe mas adelante.

La cantidad de flagelos y puntos identificados en cada batido varia debido a limitaciones
en el tiempo de captura de la muestra y al proceso de segmentacién utilizado.

Sea (%L, Yin, 24n) conm=1,2,... N el conjunto de puntos de la linea central del flagelo
alineado al eje x, como se describe en el Capitulo 3 para el tiempo ¢t = 1,2,...,T de cada
espermatozoide, i, del conjunto de datos.

Para generar la envolvente de un espermatozoide i, se realiza el siguiente procedimiento:

1. Seccionamiento transversal: El batido flagelar del espermatozoide i se divide en sec-
ciones transversales de igual grosor a lo largo del eje x, como se muestra en la Figura
5.1. La distancia entre secciones, 9, se define como el doble de la distancia maxima
entre los puntos del conjunto de datos. Esto garantiza que haya al menos tres puntos
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Figura 5.1: Esquema de ajuste de una elipse a un flageloide. La subgrafica inferior muestra
la representacion del espermatozoide ID: Cap 024 segmentado y rastreado, al igual que
en la Figura 3.2; se muestran 11 planos de corte (grises) correspondientes a 10 intervalos
(=~ 0.21pm cada uno). La subgréfica superior muestra un acercamiento de un solo intervalo,
los puntos rojos corresponden a los puntos de los flagelos que pertenecen al intervalo. A
la derecha se muestra la proyeccion ortogonal de los puntos rojos formando un flageloide
(linea negra) con su elipse ajustada (linea punteada morada).
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5.1 Ajuste de elipses

en cada seccion.

2. Creacion de flageloides: Se define un flageloide Flz [20] como el conjunto de puntos
proyectados ortogonalmente que pertenecen a la seccién I} = [(I — 1) - 4,1 0), donde

[ representa los planos de corte { =1,2,..., L' y L’ = (%]
3. Verificaciéon de condiciones: Cada Ff debe cumplir dos condiciones para ser conside-
rado en el ajuste de una elipse:

= Que contenga al menos tres puntos: |F}| > 2.

= Que los puntos no sean colineales: Se verifica utilizando el rango de la matriz
(Ytns Ztn)- Si el rango es menor o igual a uno, los puntos son colineales y no se
ajusta la elipse en ese intervalo o flageloide.

4. Ajuste de la elipse: Si se cumplen ambas condiciones, se ajusta una elipse, ef, utili-
zando el método descrito en la subseccién 4.7.1. Los parametros que se obtienen de
cada elipse son:

= Dimensién del semieje mayor (al).

» Dimensién del semieje menor (b}).

] Angulo de rotacién de la elipse respecto al eje = y el semieje mayor (9;)
» Excentricidad de la elipse (&}).

Al final, se obtiene un conjunto de elipses que definen la forma y la trayectoria del esper-
matozoide, formando asi una envolvente. Una vez generada dicha envolvente, se llevan a
cabo dos pasos adicionales:

1. Correccién del angulo de rotacién de la elipse: El angulo de rotaciéon de la elipse
es el angulo que se forma entre el eje x y el semieje mayor de la elipse. Aunque
el valor de 9?, estd limitado al rango [0,7) los valores oscilan abruptamente entre
planos consecutivos, lo que no permite una descripcién adecuada de la rotacion de
las elipses. Para reducir estas oscilaciones, se realiza el siguiente procedimiento:

6 = min(|6] £ 2m — 0,1, 10] — 01, 16] = pi — 0]_4]).

Este procedimiento suaviza los cambios abruptos entre los angulos para que la dife-
rencia sea la menor.

2. Eliminacién de valores atipicos: Es posible que el método de ajuste de elipses fallé o
que los datos estén muy dispersos por su propia naturaleza. Por esta razon, se elimi-
nan las elipses que tienen valores atipicos. Especificamente, se eliminan los valores
que se encuentran por debajo del percentil 1 y por encima del percentil 99. Des-
pués de descartar los valores atipicos, se obtienen E? elipses, con E? < L', ajustadas
correctamente.

Para describir las variaciones espaciales y temporales de la envolvente de elipses, propo-
nemos un vector de cuatro caracteristicas basadas en el analisis de los datos obtenidos
(semieje mayor, semieje menor, angulo de rotacién y excentricidad) de cada elipse:

I=1
tancia promedio desde el centro de cada elipse hasta sus focos. Se calcula tomando

1. Foco promedio (Cf = <{\/a}2 — be} )) Esta caracteristica representa la dis-
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5.1 Ajuste de elipses

Figura 5.2: Envolvente de elipses (lineas mo-
radas) para un espermatozoide, y sus pro-
yecciones sobre XY, XZ y YZ (lineas gris
claro). Cada elipse corresponde al ajuste a
un intervalo, de tal manera que la envolvente
completa estd compuesta por todas las elipses
ajustadas al batido del espermatozoide. La
envolvente de elipses se utilizé para analizar
~la dindmica del batido flagelar del espermato-
zoide y extraer caracteristicas relevantes. La
figura muestra como las elipses se ajustan a la
forma curva del espermatozoide, lo que per-
mite obtener informacién sobre la orientacion
y forma del flagelo a lo largo del tiempo. Las
proyecciones en XY, XZ y YZ permiten a
visualizar la forma del batido flagelar del es-
permatozoide en diferentes perspectivas.

Z [um]

la media de las distancias para todas las E° elipses.

2. Diferencia angular promedio (C4 = {qzbf_l - qﬁ}l ) ): Esta caracteristica captura
el cambio promedio de los dngulos de las elipses ajustadas. Se calcula tomando la
media de las diferencias entre los d4ngulos de las E? elipses.

. ~NE
3. Excentricidad promedio (C§ = p {s%}l ): Esta caracteristica representa el pro-
=1

medio de las excentricidades de las elipses ajustadas en el conjunto E'.

4. Desviacién del semieje mayor (C = o {af}l . ): Esta caracteristica mide la varia-
bilidad del semieje mayor de las elipses ajustadas. Se calcula tomando la desviacién

estandar todas las elipses en E'.

En las ecuaciones anteriores, p representa la media y o representa la desviacién estandar.
Estas caracteristicas nos permiten cuantificar aspectos importantes de la envolvente de
elipses. El foco promedio indica la distribucién de los focos de las elipses, la diferencia
angular promedio refleja la variacién en los angulos de las elipses, la excentricidad promedio
describe la forma promedio de las elipses, y la desviacién del semieje mayor indica la
dispersién de los tamanos de las elipses.

Estas caracteristicas proporcionan una representacion cuantitativa de las variaciones en el
espacio y el tiempo de la envolvente de elipses, lo que nos permite analizar y comparar di-
ferentes espermatozoides y sus patrones de movimiento. La reduccién de dimensionalidad
de los atributos normalizados se llev6 a cabo utilizando el analisis de componentes prin-
cipales (PCA, por sus siglas en inglés). Se seleccionaron tres componentes principales que
capturan méas del 90 % de la variabilidad de los datos (ver Tabla 5.1). Este enfoque permite
resumir la informacién contenida en los atributos originales en un conjunto reducido de
variables.
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5.2 Agrupamiento no supervisado

PC1 PC 2 PC 3
Valor propio 2.3862 | 1.0004 | 0.4616
Caracteristica 1 | 0.6142 | 0.0392 | -0.1122
Caracteristica 2 | -0.0242 | 0.9990 | -0.0191
Caracteristica 3 | 0.5712 | -0.0163 | -0.6197
Caracteristica 4 | 0.5440 | 0.0172 | 0.7765

Tabla 5.1: Detalles del analisis de componentes principales obtenidos a partir del vector
de caracteristicas de la envolvente de elipses. El elemento [j, k] es la contribucién de la
caracteristica j al k-ésimo componente principal (PC). La caracteristica dominante para
cada componente principal se muestran en negrita.

5.2. Agrupamiento no supervisado

Teniendo en cuenta que nuestro conjunto de datos consiste en espermatozoides no capa-
citados (control) y espermatozoides que han sido sometidos a un proceso de capacitacién
in vitro, esperamos que aproximadamente del 10 al 20 % de los espermatozoides capacita-
dos presenten una motilidad hiperactivada. Dado que nuestro conjunto de datos no esta
etiquetado, no tenfamos conocimiento previo sobre el niimero de grupos en los datos, y el
numero real de espermatozoides hiperactivados es desconocido.

Decidimos aplicar el agrupamiento jerarquico aglomerativo, ya que no requiere conocer de
antemano cuantos grupos existen, no necesita parametros de entrada y no es sensible a va-
lores atipicos en comparacién con otros métodos. El agrupamiento jerarquico aglomerativo
es una técnica que agrupa cada uno de los objetos en el conjunto de datos en funcién de la
métrica de disimilitud entre ellos (ver subseccién 2.2.2.2). Los grupos se crean a partir de
pares de mayor similitud y luego se conectan sucesivamente con los otros pares de menor
similitud. Este proceso se representa mediante un dendrograma que muestra la relacién
jerdrquica entre los pares de grupos en el conjunto de datos [29].

Calculamos la distancia Euclidiana como métrica de disimilitud entre los descriptores de
cada célula de espermatozoide contra las deméas para determinar la disimilitud entre cada
par de espermatozoides. Utilizamos el enlace promedio y el criterio de “distancia” para de-
finir los grupos en funcién de la proximidad entre los objetos. El dendrograma nos permitié
identificar visualmente los grupos en el conjunto de datos, y encontramos dos grupos prin-
cipales (ver Figura 5.3). Estos grupos se denominaron como grupo 1 (G1) y grupo 2 (Gs)
(ver Tabla A). Esta técnica de agrupamiento nos permite identificar patrones y relaciones
entre las observaciones, facilitando asi el analisis comparativo de los espermatozoides y
sus caracteristicas.

5.3. Clasificacion

El dendrograma muestra la distancia Euclidiana entre cada par de espermatozoides,
basandose en sus descriptores basados en caracteristicas (ver Figura 5.3), y muestra cuin
similares son los espermatozoides entre si.

La excentricidad de una elipse (¢) mide cudnto se desvia de un circulo. Esto esté relacionado
con la tendencia del patrén de movimiento del flagelo, donde un patrén més simétrico
corresponde a un elipsoide méas circular (¢ — 0) y un patrén asimétrico corresponde
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Figura 5.3: El dendrograma en representacion circular muestra el agrupamiento jerdrquico
con enlace promedio; las lineas rojas corresponden al Grupo 1 y las lineas verdes al Grupo
2. Las identificaciones de cada experimento, donde “Cap” se refiere a los espermatozoides
inducidos a la capacitaciéon y “No Cap” pertenece al grupo de control.

a un elipsoide més alargado (¢ — 1). En cuanto a la amplitud del batido flagelar lo
relacionamos con el semieje mayor de las elipses ajustadas (a). En el Grupo 2 (cuadrados
y lineas verdes en la Figura 5.3) se encuentran las células no capacitadas y una fraccién
de los espermatozoides inducidos a la capacitacion. Los espermatozoides en el Grupo 1
(cuadrados y lineas rojas en la Figura 5.3) tienen elipss ajustados con semiejes mayores
més grandes (méx(a) > 6.5um) en comparacion con los del Grupo 2, ademds de tener
e — 1.

Dado el analisis y las consideraciones anteriores, asociamos el Grupo 2 con el patrén de
motilidad de los espermatozoides no capacitados, que incluye el grupo de control y un
subconjunto de espermatozoides inducidos a la capacitacién (aquellos que no lograron
capacitarse). El Grupo 1 se asocia al grupo con el patrén de movimiento hiperactivado,
que solo incluye células de espermatozoides que fueron inducidas a la capacitacion.

El diagrama de flujo en la Figura 5.4 resume los pasos realizados en el andlisis y el proceso
de agrupamiento de los espermatozoides. Primero, se recopilaron los datos de espermato-
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zoides no capacitados y espermatozoides que fueron sometidos a un proceso de capacitacion
in vitro. A continuacion, se realizé una extraccion de caracteristicas basadas en el ajuste
de elipses en las trayectorias de los espermatozoides.

Posteriormente, se llevé a cabo una normalizacion de las caracteristicas y se aplico el
andlisis de componentes principales (PCA) para reducir la dimensionalidad de los datos.
Se utiliz6 una matriz de disimilitud para calcular las distancias Euclidianas entre los
espermatozoides basadas en sus componentes principales.

Luego, se aplico el agrupamiento jerarquico aglomerativo utilizando enlace promedio y el
criterio de “distancia”para formar los grupos de espermatozoides. Finalmente, se identifi-
caron dos grupos principales: Grupo 1, asociado al patrén de movimiento hiperactivado de
los espermatozoides, y el Grupo 2, que incluyd tanto los espermatozoides no capacitados
como un subconjunto de los espermatozoides inducidos a capacitacion.

El diagrama de flujo proporciona una visiéon general de los pasos realizados en el anali-
sis y agrupamiento de los espermatozoides, facilitando la comprensiéon de la metodologia
utilizada y los resultados obtenidos.

5.4. Validacion de los resultados

En la literatura se ha descrito que el batido flagelar de un espermatozoide humano
hiperactivado es asimétrico, tiene un aumento en su amplitud y reduce su frecuencia
[1, 17, 34, 53, 54, 55, 60]. En 2D, se ha establecido un marco de referencia, sin embargo
esto depende de muchos factores como se describe en la Seccién 2.3.3. Dado que no existe
un “ground truth” para la clasificacién del batido flagelar de espermatozoides en 2D, por
lo tanto tampoco en 3D.

Nosotros proponemos una generalizacion de las medidas 2D para validar la clasificacion
no supervisada. Para ello, medimos amplitud, anisoptropia y frecuencia, usados en 2D, en
nuestra base de datos en 3D+t.

Inicialmente se alinean las primeras ~ 2.5 um de cada flagelo (marco de referencia fijo del
cuello, ver Figura 5.5). Para cada espermatozoide (denotado como i), la linea central de
flagelo se rastred durante T; —tiempos y se describe por Np—puntos. Definimos la amplitud
como la distancia promedio de cada punto en el flagelo (representado por coordenadas
(T} Yins 2hn) al cje X

A=y <{ y§n2 + zfnz}N%Ti ) . (5.1)

n=1,t=1

Por otra parte, la frecuencia de batido se obtiene mediante el anélisis de de la transformada
de Fourier en cada punto del flagelo a lo largo del tiempo F (yfm, zi ) en cada una de las
componentes. Se suma la amplitud del espectro de potencia de cada punto de la suma de
las dos componentes y se toma como frecuencia de batido wg para el espermatozoide ¢ la
frecuencia donde la suma es maxima (Figura 5.5):

N
o} = argmas, (z T + mzm) . 52)

n=1
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Figura 5.4: Diagrama de flujo que ilustra los
pasos realizados en el analisis y agrupamiento
de los espermatozoides. Este diagrama de flu-
jo proporciona una representacién visual de
la metodologia utilizada en el estudio y ayu-
da a comprender el flujo de trabajo seguido
para obtener los resultados presentados.
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En cuanto a la asimetria, en el analisis 2D, se puede medir ficilmente comparando las
diferencias entre los dos lados o mitades del batido flagelar. Sin embargo, en el analisis
3D entran en juego consideraciones geométricas adicionales. El flagelo es una estructura
tridimensional y su patrén de batido implica movimientos complejos en el espacio. Medir
y cuantificar directamente la asimetria del batido flagelar en 3D se vuelve méas desafiante
debido a los arreglos espaciales intrinsecos y la naturaleza curva del flagelo. Las variaciones
en el patrén de batido a lo largo de los diferentes ejes y las interacciones entre los diferentes
segmentos del flagelo dificultan la definiciéon y cuantificacién de la asimetria de manera
directa. Por lo tanto, mientras que la asimetria es ficilmente observable y cuantificable en
el analisis 2D, la transicién a 3D requiere un cambio de enfoque hacia la anisotropia para
capturar mejor la dindmica intrinseca y las complejidades geométricas del latido flagelar.
Ya que la anisotropia captura el grado de direccionalidad o preferencia de orientacién en el
patrén de batido. Al considerar la forma y las caracteristicas direccionales de la envolvente
del movimiento del flagelo, obtenemos informacién sobre la naturaleza anisotrépica del
batido. Esto nos permite comprender la direccién de preferencia o la orientacién de flexiéon
del flagelo en el espacio 3D, que a menudo se asocia con espermatozoides hiperactivados.

La anisotropia se toma como la media de la excentricidad de las elipses ajustadas a cada
espermatozoide en el marco de referencia del cuello. En este contexto, la envolvente de
elipses en el analisis del batido flagelar de los espermatozoides, un valor de excentricidad
mas alto indica una forma maés alargada o estirada, lo que implica una mayor anisotropia
del batido. Esto significa que el flagelo exhibe una direcciéon u orientacion preferida de
flexion, lo que lleva a una forma alargada en lugar de una forma circular.

Se realizé la prueba de Wilcoxon para determinar si existen diferencia significativas entre
los dos grupos para cada una de las medidas (ver Figura 5.6) antes descritas.
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Figura 5.5: Las graficas superiores muestran el batido flagelar de un espermatozoide cla-
sificado como motilidad no capacitada (lado izquierdo) y un espermatozoide clasificado
como motilidad hiperactivada (lado derecho). Ambos estan alineados y rotados con res-
pecto al eje X (linea negra) a lo largo de los primeros ~ 2.5 um de longitud de arco,
correspondientes a la mitad de la cabeza del espermatozoide (marco de referencia fijo del
cuello). La elipse al final del eje x muestra la elipse promedio ajustada al batido flagelar,
indicando la anisotropia promedio del batido. Las gréificas inferiores muestran la suma del
espectro de amplitud de todos los puntos. Los puntos rojos en estas graficas representan
el valor maximo del espectro, asociado con la frecuencia de batido de los espermatozoides,
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Wb.
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Figura 5.6: Diagramas de caja de los valores de frecuencia, amplitud y anisotropia para
cada grupo de motilidad identificado (hiperactivado y no capacitado). El valor p— para la
prueba de Wilcoxon para cada caracteristica es: 0.009, 0.01 and 0.0476 respectivamente

*P < 0.05.
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Capitulo 6

Conclusiones y Discusion

A lo largo del proyecto, se han explorado diferentes métodos para la extraccién de ca-
racteristicas, tanto estructurales como estadisticas (ver Capitulo 4), con el objetivo de
caracterizar el patrén de batido flagelar de los espermatozoides en 3D-+t. Asimismo, se
han investigado distintos enfoques para su clasificacién. Aunque CASA es una herramienta
valiosa, nuestro enfoque introduce una metodologia més detallada para la caracterizacién
del batido flagelar en 3D, lo que proporciona conocimiento més profundo sobre la motilidad
del espermatozoide.

Inicialmente, se planteé un enfoque de clasificaciéon supervisada (ver Seccién 4.1, 4.2, 4.3)
basado en la extracciéon de caracteristicas estadisticas, ya que se disponia de un conjunto
de datos que solo contaba con espermatozoides inducidos a capacitacién y con etiquetas
visuales. Sin embargo, se descubrié que las etiquetas visuales eran incorrectas. Por tanto,
se decidi6é cambiar la estrategia y utilizar una base de datos donde las etiquetas se definian
de forma experimental, distinguiendo entre espermatozoides no capacitados e inducidos a
capacitacion.

Considerando la informacién previamente mencionada, que los espermatozoides no
capacitados no presentan motilidad hiperactivada y que solo un porcentaje de los
espermatozoides inducidos a capacitacién exhiben esta motilidad [53] (sin conocer
cudles son en nuestro conjunto de datos), se opté por emplear un enfoque de clasifica-
cién no supervisada. Esta decisién nos permitié explorar los patrones intrinsecos de los
datos y descubrir posibles agrupamientos sin depender de etiquetas erréneas o incompletas.

Cabe destacar que uno de los retos méas importantes del proyecto fue lidiar con la diversidad
de informaciéon en 3D+t, ya que los experimentos diferian en términos de duracién y
cantidad de puntos que definian a cada flagelo.

Para la clasificacion no supervisada, se exploraron diferentes enfoques para la extraccion
de caracteristicas y la clasificacién del patréon de batido flagelar de los espermatozoides
en 3D+t. Se investigaron metodologias como la proyeccién de distribuciones (ver Seccién
4.4), el andlisis de trayectorias (ver Seccién 4.5) y los histogramas circulares (ver Sec-
cién 4.6). Cada una de estas metodologias proporcioné resultados prometedores para la
caracterizacion del batido flagelar. Ademaés, es importante destacar que los resultados de
agrupamiento obtenidos mediante las diferentes metodologias fueron consistentes entre si.
Esta consistencia sugiere la presencia de diferencias intrinsecas en los datos y demuestra
la capacidad de los métodos de extraccion de caracteristicas utilizados para identificar y
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capturar estos patrones. Estos hallazgos refuerzan la validez y la robustez de las meto-
dologias empleadas en la caracterizacién del patrén de batido flagelar, respaldando atin
mas la eleccién del enfoque de ajuste de elipses a lo largo del tiempo con clasificacién no
supervisada. Sin embargo, es importante senalar que estos enfoques se basaron en el uso
del marco de referencia de movimiento conjunto (comoving frame of reference), lo cual
limita la consideracién de la informacion temporal en el andlisis. Ademas, algunas de estas
metodologias requerian recortar el nimero de puntos en cada flagelo. Esta reduccién de
puntos puede implicar la pérdida de informacién valiosa en la caracterizacién del patrén de
batido flagelar. En vista de estas limitaciones y considerando la importancia de capturar
la informacién temporal completa, se tomé la decisién de utilizar el ajuste de elipses a
lo largo del tiempo como enfoque principal, aplicando una clasificaciéon no supervisada.
Este enfoque permitié capturar tanto la informacién espacial como la temporal de manera
integral, sin depender de etiquetas erréneas o incompletas.

El ajuste de elipses a lo largo del tiempo ofrece una representacién mas completa del patrén
de batido flagelar, ya que mantiene la informacién temporal y permite el anélisis global de
la forma y los cambios en el tiempo. Ademads, al emplear la clasificacién no supervisada, se
exploraron los patrones intrinsecos de los datos y se descubrieron posibles agrupamientos
sin la necesidad de etiquetas predefinidas, incluso cuando los datos presentan variaciones
en su cantidad.

La envolvente de elipses proporciona una representacion del patron del batido flagelar en
el tiempo y en el espacio. En el contexto del andlisis de la motilidad de los espermato-
zoides, estudios previos han observado que los espermatozoides hiperactivados exhiben un
patrén de batido asimétrico en comparacién con los no capacitados [57]. En base a esta
observacion, la envolvente de elipses propuesta permite la generalizacion de esta descrip-
cion al caso 3D. Esto simplifica el movimiento 3D a una superficie que envuelve el batido
flagelar. Aqui probamos la hipétesis de que la forma de esta envoltura se correlaciona con
la forma de onda de los espermatozoides en estados capacitados y no capacitados. Las
elipses con excentricidades cercanas a uno corresponden a formas alargadas, indicativas
de una envolvente anisétropa, mientras que las elipses con excentricidades cercanas a cero
representan envolventes més simétricas. Ademas, esta caracterizacion permite cuantificar
el equivalente 3D de la amplitud de la envolvente de movimiento a través del descrip-
tor del foco promedio de las elipses. Significativamente, se encuentrd que la caracteristica
de amplitud es més pequefia para el grupo no capacitado en comparacién con el grupo
hiperactivado.

Ademas de capturar la anisotropia y la amplitud de la envolvente, el vector basado en ca-
racteristicas propuesto proporciona una representacién sin parametros de la dindmica del
batido flagelar, lo que permite una clasificacién objetiva. Mediante el uso de este enfoque,
clasificamos todo el conjunto de espermatozoides no capacitados, junto con los esperma-
tozoides que no se lograron capacitar del grupo inducido a capacitacién, en el grupo verde
(Figura 5.3). Como esperdbamos, aproximadamente el 17 % de los espermatozoides in-
ducidos a capacitados pertenecen al grupo de los hiperactivados, como se menciona en [53].

Dada la ausencia de un “ground truth” para la clasificaciéon 3D, inicialmente comparamos
los resultados de la clasificacién no supervisada utilizando las caracteristicas 2D més
comunes de la motilidad de hiperactivacién: frecuencia y amplitud, medidas en 3D.
Sin embargo, medir la asimetria en un contexto 3D no es sencillo. La asimetria del
batido flagelar se refiere a las diferencias o variaciones entre los dos lados o mitades del
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flagelo. En cambio, en este estudio, utilizamos la excentricidad como una medida de
anisotropia, que captura la direccién preferida de las envolventes del latido. Si bien la
excentricidad cuantifica principalmente la anisotropia en lugar de la asimetria directa,
aun puede proporcionar informacién valiosa sobre los patrones de batido. Los valores de
excentricidad mas altos indican una forma més alargada del tiempo, lo que sugiere un
mayor grado de anisotropia. Esta medida de anisotropia sirve como medida indirecta
de la asimetria del latido flagelar. A través de estas comparaciones, observamos que el
grupo hiperactivado exhibié una frecuencia mas baja, una amplitud media mas alta y
una anisotropia mayor de la trayectoria de la forma de onda en comparacién con el grupo
no capacitado. Estos hallazgos sugieren que estas caracteristicas 2D, junto con la medida
de anisotropia, pueden servir como caracteristicas informativas para distinguir entre
espermatozoides hiperactivados y no capacitados. La prueba de Wilcoxon confirmé que
los dos grupos eran estadisticamente diferentes en términos de cada atributo (frecuencia,
amplitud y anisotropia).

Los hallazgos presentados en este trabajo se alinean con los estudios publicados previa-
mente [26], lo que corrobora atin més la confiabilidad de nuestros descriptores basados
en caracteristicas para caracterizar los patrones de motilidad. Para mejorar la precision
y la validacién de estos resultados, el trabajo futuro implicard el uso de marcadores
fluorescentes para establecer una referencia de verdad sobre el terreno para el esperma
humano hiperactivado en 3D.

La contribucién tnica de este trabajo radica en el desarrollo de una metodologia de clasifi-
cacién no supervisada para datos del batido flagelar de espermatozoides en 3D+t. Ademés,
al simplificar los intrincados datos espacio-temporales en tres dimensiones, transformamos
cada punto del flagelo, que esencialmente representa una serie de tiempo, en un analisis de
forma que considera tanto la forma del flagelo como el movimiento acumulado de los esper-
matozoides en 3D a través del movimiento. Los resultados de clasificacién obtenidos con
nuestros descriptores basados en caracteristicas puede servir como etiquetas potenciales
para trabajos futuros que involucren redes neuronales profundas. Al usar los resultados de
la clasificacién como etiquetas, seria posible entrenar una red neuronal profunda para cla-
sificar automaticamente los espermatozoides en funcién de sus patrones de latido flagelar.
Esta combinacion de descriptores basados en caracteristicas y redes neuronales profun-
das promete mejorar ain mas la precision y la eficiencia de las tareas de clasificacién.
En conclusion, este estudio aborda una brecha critica al describir los patrones de latidos
flagelares en 3D de los espermatozoides de humano y presenta un marco de clasificacién
simple y confiable. Al superar las limitaciones del andlisis subjetivo basado en expertos,
nuestro enfoque ofrece un medio sélido para caracterizar los patrones de motilidad.

Aunque este trabajo presenta un sélo método de los que hemos explorado, continuamos
seguido explorando otras formas de extraccion de caracteristicas como son los contextos
de forma y los histogramas circulares esperando desarrollar estos métodos més adelante
para realizar comparaciones con los resultados aqui presentados.
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Apéndice A

Tabla de identificacion de espermatozoides

No. | ID Nombre del experimento Grupo
1 Cap 001 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017_Expl10_unique | 2
2 Cap 002 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017_Expl12_unique | 2
3 Cap 003 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017_Expl15_unique | 2
4 Cap 004 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017_Expl6_unique | 1
5 Cap 005 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017_Expl8_unique | 1
6 Cap 006 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017_Exp21_unique | 1
7 Cap 007 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017_Exp23_unique | 2
8 Cap 008 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017_Exp24_unique | 2
9 Cap 009 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017_Exp27_unique | 2
10 | Cap 010 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017 _Exp30_unique | 2
11 | Cap 011 | 170601 NAC Sperm Capac 6hr 30 Mayo 2017_Exp9_unique | 1
12 | Cap 012 | 170601 NAC Sperm Capac T0 31 Mayo 2017_EXP10_unique | 1
13 | Cap 013 | 170601 NAC Sperm Capac T0 31 Mayo 2017_EXP3_unique | 1
14 | Cap 014 | 170602 NAC Sperm Capac 6hr 2 Junio 2017_Expl0O_unique | 2
15 | Cap 015 | 170602 NAC Sperm Capac 6hr 2 Junio 2017_Expl2_unique | 2
16 | Cap 016 | 170602 NAC Sperm Capac 6hr 2 Junio 2017_Expl4_unique | 2
17 | Cap 017 | 170602 NAC Sperm Capac 6hr 2 Junio 2017_Exp17_unique | 2
18 | Cap 018 | 170602 NAC Sperm Capac 6hr 2 Junio 2017_FExp4celll 2
19 | Cap 019 | 170602 NAC Sperm Capac 6hr 2 Junio 2017_Exp4cell2 2
20 | Cap 020 | 170602 NAC Sperm Capac 6hr 2 Junio 2017_Exp4cell3 2
21 | Cap 021 | 170602 NAC Sperm Capac 6hr 2 Junio 2017_Exp6_unique 2
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No. | ID Nombre del experimento Grupo
22 | Cap 022 | 170602 NAC Sperm Capac 6hr 2 Junio 2017_Exp9_unique | 2
23 | Cap 023 | 170607 NAC Sperm Capac 6hr 7 junio 2017_Exp2_unique 2
24 | Cap 024 | 170607 NAC Sperm Capac TO 7Junio 2017_Exp3_unique 1
25 | Cap 025 | 170607 NAC Sperm Capac TO 7Junio 2017_Exp6_unique 2
26 | Cap 026 | 170607 NAC Sperm Capac TO 7Junio 2017_Exp7_unique 2
27 | Cap 027 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Expl1_unique | 2
28 | Cap 028 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Expl2_unique | 2
29 | Cap 029 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Expl3_unique | 2
30 | Cap 030 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Exp15celll 2
31 | Cap 031 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Exp15cell2 2
32 | Cap 032 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Exp18celll 2
33 | Cap 033 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Exp18cell2 2
34 | Cap 034 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Exp2celll 2
35 | Cap 035 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Exp2cell2 2
36 | Cap 036 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Exp3_unique | 2
37 | Cap 037 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Exp9celll 2
38 | Cap 038 | 170815 NAC Sperm Capac 6hr 6 Junio 2017_Exp9cell2 2
39 | Cap 039 | 171108 NAC Capac Campo Claro 08 Nov 17_ExplO_unique | 1
40 | Cap 040 | 171108 NAC Capac Campo Claro 08 Nov 17_Expl1_unique | 2
41 | Cap 041 | 171108 NAC Capac Campo Claro 08 Nov 17_Expl5_unique | 2
42 | Cap 042 | 171108 NAC Capac Campo Claro 08 Nov 17_Exp17celll 2
43 | Cap 043 | 171108 NAC Capac Campo Claro 08 Nov 17_Exp17cell2 2
44 | Cap 044 | 171108 NAC Capac Campo Claro 08 Nov 17_Expl8_unique | 2
45 | Cap 045 | 171108 NAC Capac Campo Claro 08 Nov 17_Exp9_unique | 2
46 | Cap 046 | 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Expl3_unique 2
47 | Cap 047 | 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Expl4_unique 2
48 | Cap 048 | 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Expl6_unique 2
49 | Cap 049 | 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Exp17celll 1
50 | Cap 050 | 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Expl7cell2 2
51 | Cap 051 | 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Exp22_unique 2
52 | Cap 052 | 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Exp23_unique 2
53 | Cap 053 | 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Exp24celll 2
54 | Cap 054 | 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Exp24cell2 2
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No. | ID Nombre del experimento Grupo
55 | Cap 055 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Exp26_unique | 1
56 | Cap 056 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Exp27_unique | 2
57 | Cap 057 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Exp28_unique | 2
58 | Cap 058 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Exp6celll 2
59 | Cap 059 20181026 Capacitados 26 oct 2018 _Exp6cell2 2
60 | Cap 060 20181026 Capacitados 26 oct 2018_Exp9_unique | 2
61 | Cap 061 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Expl1_unique | 2
62 | Cap 062 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Expl5_unique | 2
63 | Cap 063 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Exp20_unique | 2
64 | Cap 064 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Exp22_unique | 2
65 | Cap 065 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Exp24celll 1
66 | Cap 066 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Exp24cell2 2
67 | Cap 067 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Exp25_unique | 1
68 | Cap 068 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Exp26_unique | 2
69 | Cap 069 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Exp27_unique | 2
70 | Cap 070 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Exp4_unique | 2
71 | Cap 071 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Exp7_unique | 2
72 | Cap 072 20181030 Capacitados 30 oct 2018_Exp9_unique | 2
73 | Cap 073 20181031 Capacitados 31 oct 2018_Expl2_unique | 2
74 | Cap 074 20181031 Capacitados 31 oct 2018_Exp20_unique | 1
75 | Cap 075 20181031 Capacitados 31 oct 2018_Exp21_unique | 2
76 | Cap 076 20181031 Capacitados 31 oct 2018_Exp7_unique | 2
77 | Cap 077 20190326 Capacitados_Expl2_unique 1
78 | Cap 078 20190326 Capacitados_Exp3_unique 2
79 | Cap 079 20190326 Capacitados_ExpT7celll 2
80 | Cap 080 20190326 Capacitados_Exp8cell2 2
81 | Cap 081 20190326 Capacitados_Exp9_unique 2
82 | NoCap 001 | 2017_05_17_-SPERM_FREE_18_unique 2
83 | NoCap 002 | 2017_05_17_-SPERM_FREE_21_unique 2
84 | NoCap 003 | 2017_05_17_-SPERM_FREE_25_unique 2
85 | NoCap 004 | 2017_05_17_SPERM_FREE_28 _unique 2
86 | NoCap 005 | 2017_05_18_.SPERM_FREE_16_unique 2
87 | NoCap 006 | 2017_05_18_SPERM _FREE_18trace_micras_celll 2
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Q
=
=
S
o

88

NoCap 007

2017_05_18_SPERM_FREE_18trace_micras_cell2

89

NoCap 008

2017_05_18_.SPERM_FREE_5_unique

90

NoCap 009

2017.05_18_.SPERM_FREE_6_unique

91

NoCap 010

2017_05_18_.SPERM_FREE_7_unique

92

NoCap 011

2017_05_18_SPERM_FREE_9_unique

93

NoCap 012

2017_05_19_.SPERM_FREE_19trace_micras_celll

94

NoCap 013

2017_05_19_.SPERM_FREE_19trace_micras_cell2

95

NoCap 014

2017_05_.19_.SPERM_FREE_25_unique

96

NoCap 015

2017_05_19_.SPERM_FREE_26trace_micras_celll

97

NoCap 016

2017_05_19_SPERM_FREE_26trace_micras_cell2

98

NoCap 017

2017.05_-19.-SPERM_FREE_4_unique

99

NoCap 018

2017.05_19_.SPERM_FREE_8_unique

100

NoCap 019

2017_05_.19_.SPERM_FREE_9_unique

101

Cap 082

20190326 Capacitados_FExpl10_unique

102

Cap 083

20190326 Capacitados_FExp2celll

103

Cap 084

20190326 Capacitados_Exp2cell2

104

Cap 085

20190326 Capacitados_Exp5_unique

105

Cap 086

20190326 Capacitados_ExpT7cell2

106

Cap 087

20190326 Capacitados_Exp8celll

107

NoCap 020

20210702_Exp 4_stacks_celll

108

NoCap 021

20210702_Exp 4_stacks_cell2

109

NoCap 022

20210702_Exp 6_stacks

110

NoCap 023

20210702_Exp 7_stacks_celll

111

NoCap 024

20210702_Exp 7_stacks_cell2

112

NoCap 025

20210702_Exp 8_stacks

113

NoCap 026

20210702_Exp 11 _stacks_celll

114

NoCap 027

20210702_Exp 11_stacks_cell2

115

NoCap 028

20210702_Exp 15_stacks_celll

116

NoCap 029

20210702_Exp 15_stacks_cell2

117

NoCap 030

20210702_Exp 17_stacks

118

NoCap 031

20210702_Exp 20_stacks

119

NoCap 032

20210702_Exp 21_stacks_celll

120

NoCap 033

20210702_Exp 21 _stacks_cell2

NININININ NN NN NN N FINNNNNNINNNNN NN NN NN
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Tabla A.1: Lista de nombres de los experimentos para cada espermatozoide y sus identi-

ficadores.

No.

ID

Nombre del experimento

Grupo

121

NoCap 034

20210702_Exp 25_stacks

122

NoCap 035

20210702_Exp 27_stacks

123

NoCap 036

20210702_Exp 28_stacks

124

NoCap 037

20210702_Exp 29_stacks

125

NoCap 038

20210702_Exp 32_stacks

126

NoCap 039

20210702_Exp10_stacks_celll

127

NoCap 040

20210702_Exp10_stacks_cell2

128

NoCap 041

20210704_Exp 2_stacks

129

NoCap 042

20210704_Exp 4_stacks

130

NoCap 043

20210704_Exp 6_stacks

131

NoCap 044

20210704 _Exp 7_stacks

132

NoCap 045

20210704_Exp 9_stacks

133

NoCap 046

20210704_Exp 10_stacks

134

NoCap 047

20210704_Exp 11 _stacks

135

NoCap 048

20210704_Exp 16_stacks

136

NoCap 049

20210704_Exp 17_stacks

137

NoCap 050

20210704_Exp 18_stacks

138

NoCap 051

20210704_Exp 20_stacks

139

NoCap 052

20210704 _Exp 21_stacks

140

NoCap 053

20210704 _Exp 22_stacks

141

NoCap 054

20210705_Exp 28 Bolita_stacks

142

NoCap 055

20210706_Exp 29_stacks

143

NoCap 056

20210730_Expb_stacks

144

NoCap 057

20210730_Exp8_stacks

145

NoCap 058

20210730_Exp10_stacks

146

NoCap 059

20210730_Exp20_stacks

147

NoCap 060

20210730_Exp25_stacks

NINININNINN NN NN N NN NN NN NN NN NN NN
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Apéndice B

Figuras de las Metodologias para la

Caracterizacion del Batido del Flagelo

En este apéndice se presentan las figuras correspondientes a dos muestras de espermato-
zoides, las cuales resultaron de la aplicaciéon de diferentes metodologias para la extraccion
de caracteristicas, como se menciona en el Capitulo 4. En cada seccién se describe bre-
vemente la figura y su método de obtencién, ademés de proporcionar un enlace donde se
encuentran disponibles todas las figuras para todos los experimentos.

B.1. Figuras de las funciones de densidad

En esta seccién se presentan las figuras del ajuste de las funciones de densidad de probabi-
lidad para dos espermatozoides (el espermatozoide 88, no capacitado, y el espermatozoide
5, inducido a capacitacién) presentados en las metodologias de extraccién de caracteristi-
cas. Por motivos de visualizacion, las figuras de todo el conjunto de experimentos estan
disponibles en el siguiente repositorio de GitHub: Figuras de funciones de densidad.

En el lado izquierdo de las figuras se muestra la funcién de densidad de probabilidad (fdp)
ajustada a los puntos de las trayectorias proyectados en el plano Y — Z. En color rojo se
muestra la fdp ajustada a los datos en el eje Y, y en color azul para el eje Z. Ademas, se
muestra la superficie resultante (en el plano Y — Z) que representa la multiplicacién de
las fdp, asumiendo que la fdp en el eje Y y la fdp en el eje Z son independientes.

En el panel derecho de las figuras se muestran las proyecciones de los puntos de las trayec-
torias. Los asteriscos marcan las regiones de mayor densidad, los puntos negros representan
los picos de la forma de los puntos proyectados. Ademas, la linea roja muestra la elipse
que fue ajustada a los puntos proyectados, y el punto cyan indica el centro de la elipse.

B.2. Figuras de histograma circular
En esta seccién se presentan las figuras del histograma circular de la distribucién de los

puntos respecto a la recta obtenida por regresion ortogonal y el vector unitario sobre el eje
Y para los espermatozoides 88 (no capacitado) y 5 (inducido a capacitacién). Por motivos
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https://github.com/hoha441/FigurasTesisHOHA/tree/main/B.1.Funciones%20de%20densidad

B.3 Figuras de primitivas
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Y [pm]
Figura B.1: Ajuste de funciones de densidad de probabilidad para el batido flagelar del
espermatozoide humano. En la parte superior se muestra el ajuste para el espermatozoide
no capacitado (experimento 88), mientras que en la parte inferior se presenta el ajuste de
funciones de densidad del espermatozoide inducido a capacitaciéon (experimento 5).

de visualizacion, las figuras de los otros experimentos pueden ser accedidas en el siguiente
repositorio de GitHub: Figuras de histogramas circulares.

Se lleva a cabo un calculo de la recta mediante regresion ortogonal a partir de todas las
trayectorias de un espermatozoide. Utilizando el vector unitario en el eje Y, se determina
la distancia de cada punto de las trayectorias a la recta, asi como el dangulo que forma
con el vector unitario. En la imagen, se muestra una circunferencia con un radio igual
al promedio de las distancias de todos los puntos a la recta. Los circulos presentes en
la circunferencia tienen un tamafo y una opacidad que corresponden a la proporciéon de
puntos que poseen un angulo similar con el vector unitario. Es decir, a medida que un
circulo sea més grande y tenga una mayor opacidad, indica que hay una mayor cantidad
de puntos con un angulo similar al vector unitario.

B.3. Figuras de primitivas
En esta seccién se presentan las figuras de la segmentacién de las trayectorias en primiti-

vas para dos espermatozoides: el espermatozoide 88, no capacitado, y el espermatozoide
5, inducido a capacitacién, tal como se detalla en las metodologias de extraccién de carac-
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https://github.com/hoha441/FigurasTesisHOHA/tree/main/B.3.Histograma%20Circular

B.4 Figuras de envolventes de elipses

Espermatozoide 88 Espermatozoide 5

10 10
5 5
3 E
= 0 =2 0
> >
-5 -5
-10 -10
-10 -5 0 5 10 -10 -5 0 5 10
X [um] X [um]

Figura B.2: Histogramas circulares de la distribucion de puntos del batido flagelar. En la
parte izquierda se muestra el histograma circular del espermatozoide no capacitado (ex-
perimento 88). En la parte derecha se muestra el histograma del espermatozoide inducido
a capacitacién (experimento 5).

teristicas. Las figuras de todos los experimentos estan disponibles en el siguiente repositorio
de GitHub: Figuras de primitivas.

En cada experimento, en el panel izquierdo superior se muestra el mapa de la curvatura
normalizada, en el panel izquierdo central se presenta el mapa de la torsién, y en la
parte inferior se muestra la representacién de las primitivas en colores, donde el magenta
representa las lineas rectas, el verde las curvas planas, el azul las hélices derechas y el rojo
las hélices izquierdas. Los ejes X en estos mapas representan el tiempo (cada columna
corresponde a un flagelo), mientras que el eje Y corresponde al conjunto de puntos que
describen un flagelo. En el panel derecho se muestran las trayectorias representadas en sus
respectivos colores de primitivas.

B.4. Figuras de envolventes de elipses

Esta seccion presenta las figuras de la envolvente de elipses para los espermatozoides 88
(no capacitado) y 5 (inducido a capacitaciéon). Por motivos de visualizacién, las figuras de
los otros experimentos pueden ser accedidas en el siguiente repositorio de GitHub: Figuras
de envolventes de elipses.

Las figuras muestran la envolvente de elipse generada para cada uno de los espermatozoides
muestra. Esta envolvente se genera con toda la informacion del batido del espermatozoide.
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B.4 Figuras de envolventes de elipses
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Figura B.3: Segmentacion de las trayectorias en primitivas para los espermatozoides 88 (no
capacitado) y 5 (inducido a capacitacién), mostrando mapas de curvatura normalizada y
torsién, asi como la representacién de primitivas en colores. Los colores magenta, verde,
azul y rojo representan lineas rectas, curvas planas, hélices derechas y hélices izquierdas,
respectivamente. El eje X representa el tiempo, mientras que el eje Y corresponde al
conjunto de puntos que describen un flagelo.
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B.4 Figuras de envolventes de elipses
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Figura B.4: Envolvente de elipses para los espermatozoides 88 (no capacitado) y 5 (inducido
a capacitacion). Las figuras muestran la envolvente de elipse generada para cada uno de los
espermatozoides mostrados, utilizando toda la informacion del batido del espermatozoide.
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Apéndice C

Publicaciones

En este capitulo, se presentan las publicaciones derivadas del presente trabajo. La primera
publicacién fue presentada en el 44° Congreso Internacional de Ingenieria en Medicina y
Biologia en Glasgow, del 11 al 15 de julio de 2022. La segunda publicacion fue el articulo
que se sometio a la revista Heliyon de acceso libre.
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3D+t feature-based descriptor for unsupervised flagellar human sperm
beat classification

Haydee O. Hernéndez! 24, Paul Herndndez-Herrera??, Fernando MontoyaQ, Jimena Olveres=,

4

Hermes Bloomfield-Gadélha®, Alberto Darszon®, Boris Escalante-Ramirez? and Gabriel Corkidi2

Abstract— Human spermatozoa must swim through the
female reproductive tract, where they undergo a series of
biochemical reactions called capacitation, a necessary step to
fertilize the egg. Capacitation promotes changes in the motility
pattern. Historically, a two-dimensional analysis has been used
to classify sperm motility and clinical fertilization studies.
Nevertheless, in a natural environment sperm motility is three-
dimensional (3D). Imaging flagella of freely swimming sperm is
a difficult task due to their high beating frequency of up to 25
Hz. Very recent studies have described several sperm flagellum
3D beating features (curvature, torsion, asymmetries, etc.).
However, up to date, the 3D motility pattern of hyperactivated
spermatozoa has not been characterized. The main difficulty
in classifying these patterns in 3D is the lack of a ground
truth reference since differences in flagellar beat patterns are
very difficult to assess visually. Moreover, only around 10-20%
of induced to capacitate spermatozoa are truly capacitated,
i.e., hyperactivated. We used an image acquisition system
that can acquire, segment, and track spermatozoa flagella in
3D+t. In this work, we propose an original three-dimensional
feature vector formed by ellipses describing the envelope of
the 3D+t spatio-temporal flagellar sperm motility patterns.
These features allowed compressing an unlabeled 3D+t dataset
to separate hyperactivated cells from others (capacitated
from non-capacitated cells) using unsupervised hierarchical
clustering. Preliminary results show three main clusters of
flagellar motility patterns. The first principal component of
these 3D flagella measurements correlated with 2D OpenCASA
head determinations as a first approach to validate the
unsupervised classification, showing a reasonable correlation
coefficient near to 0.7.

Clinical relevance— The novelty of this work is defining a
3D+t feature-based descriptor consisting of a set of ellipses
enveloping the flagellar motion of human sperm for its unsu-
pervised classification. This is a new promising tool to determine
the viability of human sperm to fertilize the egg.

I. INTRODUCTION

Fertilization requires spermatozoa to swim through the
female tract to reach the egg. During their journey, sperm un-
dergoes a capacitation process involving important biochem-
ical changes necessary to fertilize the egg. Clinical analysis
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performed in two-dimensional images has shown that sperm
induced to capacitate present different types of motility, no-
tably the hyperactivated one. Hyperactivated motility in 2D
is characterized by a high flagellar asymmetrical amplitude
bend [1]. From millions of ejaculated spermatozoa, only
an average of 10-20% are capacitated (able to fertilize),
presenting an hyperactivated motility [2]. Semen analysis is
the first test indicated to determine the infertility of a couple,
including the analysis of sperm morphology, concentration,
motility, and semen viscosity. For three decades, the analysis
of sperm motility has been performed by tracking the sperm
heads in 2D images. Historically, this study was carried out
by experts (physiologists or embryologists) based on their
own judgment, making results inaccurate, subjective, and
irreproducible [3, 4]. Computer Assisted Semen Analysis
(CASA) has become the reference analysis system since
it uses quantitative parameters to classify sperm motility
[4]. Recently, a great effort has been made to automate
and remove subjectivity in this type of analysis by ap-
plying machine learning and deep learning techniques to
classify sperm motility and morphology [5-8]. However,
most determinations have been based only on the sperm head
trajectory and CASA parameters from 2D images, excluding
flagellar movement. 3D imaging sperm flagella kinematics
faces important computational problems such as acquisition,
detection, segmentation, tracking and classification [9]. In the
last years, important contributions have arised to solve part of
these problems and to obtain information on single sperm in
3D, particularly the description of its flagella kinematics [9-
13]. Nevertheless, the classification of 3D flagellar beating
patterns of capacitated sperm remains as an open research
field.

Multiple methods to classify 3D dynamic patterns have been
reported [14, 15] however, the comparison between shapes
varying over time is a complicated task, especially in motion
recognition or video classification [16]. In this work, we
propose an original dynamic motility descriptor consisting
of a set of ellipses enveloping the flagella from which a set
of features are derived. This descriptor feature-based vector
allows to compact the flagellar beat information from the
acquired 3D+t data of variable size (number of points per
flagellum and acquisition time per sperm). Our experimental
dataset consisted of 100 free swimming sperm acquired in
3D with a system as described in [9], beating during 1 to
3 seconds. The set was composed of non-capacitated sperm
(control) and sperm pharmacologically induced to capacitate,
where a fraction may be hyperactivated. It is important to



emphasize that our dataset is unlabeled, it is not possible to
identify visually the different beating patterns. Thanks to the
proposed dynamic flagella descriptor, we were able to use
hierarchical clustering, a simple unsupervised classification
technique, to group non-capacitated sperm, from those truly
capacitated (hyperactivated), describing the shape and simi-
larities between the samples to cluster into different types of
beating.

II. MATERIALS AND METHODS

A. Biological preparations

Sperm were obtained from healthy donors after a min-
imum abstinence of 48 hours. From the collected human
spermatozoa samples, highly motile cells were selected by
a 1 hour swim-up protocol. Half of these higly motile cells
were centrifugated during 5 minutes and resuspended at a
concentration of 107 cells/ml in a non-capacitating solution.
Capacitation was induced in the other half of the highly
motile cells resuspending them in a capacitation solution and
incubating for six hours.

B. Experimental set-up

An inverted Olympus IX71 microscope mounted on an
optical table with a 60x water immersion objective with
a N.A. = 1.00 oscillates on a piezoelectric device P-725
controlled by a servo-controller E-501 via a high current
amplifier E-505 (hardware from Physik Instruments, MA,
USA). The servo-controller is triggered with a ramp signal
from the E-506 function generator, the TTL pulse from the
servo-controller triggers the high speed camera NAC Qlv
with 8 Gigabyte RAM (recording up to 8000 images per
second of 640 x 480 pixels during 3.5 seconds). Temperature
of biological samples was preserved at 37°C with a thermal
controller.

C. Dataset

Data were collected with the system described by Corkidi
et al. [9] and the segmentation process to reconstruct the
flagellum centerline as described by Hernandez-Herrera et
al. [11].

The dataset consisted of 100 human spermatozoa, from
which 81 sperm underwent an in-vitro capacitation pro-
cess (induced to capacitate) and 19 were non-capacitated.
A fraction of 10-20% of sperm induced to capacitate is
expected to be hyperactivated [2]. Given a sperm ¢ from
the dataset, the flagellum’s centerline was tracked during
T—times and described by Np—points in 3D coordinates
where {z%,,v:., 2t} correspond to the n-th position of
the flagellum’s centerline at time point ¢ for sperm i, t €
1,2,..,7 and n € 1,2,...,N. Due to the segmentation
process, the number of detected flagella and points per
single beat are different over time. Flagella were rotated and
translated to align with the x—axis starting from the origin.

D. Ellipse fitting

Fig. 1 shows a reconstructed flagella aligned with z—axis.
We define a flagelloid F}' for sperm i to be the orthogonally
projected points in the interval [I,] + 1) (Fig. 2);

F = Win, 200) 1810 € Tiiga (1)

where I; ;41 are the cutting planes of the interval [I,[+1),] €
{Opm,0.2um, ..., 120um}. Fig. 2 shows the fitting of an
ellipse to the points belonging to the flagelloid (1), using the
method of “Direct fit of least squares of ellipses” as described
in [17]. Doing this for each flagelloid [, a set of transverse
ellipses on the x-axis are obtained describing the motility
shape of the sperm (Fig. 3). Ellipses are only fitted where
the flageloid has at least 3 points, to prevent that ¢ — 1.
From each ellipse we obtain four parameters:

« Semi-major axis (a)

o Semi-minor axis (b)

« Rotation angle of the ellipse (¢)

« Eccentricity (e).

To describe the envelope of ellipse variations, we applied
simple linear regression to the cumulative sum for a, b, and
¢; in addition of the mean of a, b, and €. Thus, having the
feature-based vector with six components:

v =[slope(cumsum(a)), slope(cumsum(b)),

slope(cumsum(¢)), mean(a), mean(b), mean(e)].

We performed dimensionality reduction, applying Prin-
cipal Component Analysis, to three principal compo-
nents (more than 90% of the variance in the dataset).
The dominant features for each principal component are:
mean(b), slope(cumsum(¢)) and mean(e), respectively.

Fig. 1. Representation of the segmented and tracked spermatozoon. Data
are aligned with x-axis, each line corresponds to a flagellum reconstruction
at time ¢ and the black dots represent the sperm head position at each time.
The progression of swimming is from +z — 0.



Fig. 2. Scheme to fit an ellipse to the flagelloid. The bottom subplot shows
the representation of the segmented and tracked spermatozoon from Fig. 1;
10 from 298 gray planes (only for observation purposes) corresponding to
5 intervals (0.2um each) are shown. The upper subplot shows a zoom
of a single 0.2um selected interval, the red dots corresponding to the
flagellum points within that interval. The right upper side shows the
orthogonal projection of the red dots forming a flagelloid (black line) with
its corresponding fitted ellipse (purple-dotted line).

E. Clustering

Our dataset contains non-capacitated sperm (control) and
induced to capacitate sperm. From these last, we know that
a small fraction should be hyperactivated (10 to 20%). Due
to the fact that hyperactivated sperm are not labeled, we
applied agglomerative hierarchical clustering. We calculate
the Euclidean distance between each pair of sperm for the
three principal components to find the dissimilarity. The
proximity between objects was carried out with an average
linkage, using ‘distance’ as the criterion for defining 3-
clusters. We have defined three clusters, control cells (non-
capacitated), hyperactivated cells (truly capacitated) and as
mentioned by Mortimer et al. [4] and de Lamirande et al.
[18], spermatozoa present a transitional state conforming the
third cluster.

III. PRELIMINARY RESULTS

Fig. 4 shows preliminary results of hierarchical clustering.
Cluster 1 (green lines) contains the non-capacitated cells and

Fig. 3. Ellipse envelope for a spermatozoon. Each ellipse corresponds to
an interval along the flagellum.

a subset of the induced to capacitate (not hiperactivated)
sperm. Cluster 2 (red lines) is constituted by sperm whose
fitted ellipses had a semi-major axis with a value larger than
(@ > 5um) compared with cluster 1, in addition € — 1
(see Discussion for the interpretation). Cluster 3 (blue lines)
contains those spermatozoa that, like cluster 2, present the
semi-major axis with a value larger than cluster 1, however
the eccentricity tends to 0.7.

Hierarchical clustering formed three main groups: non-
capacitated, transitional and hyperactivated sperm (Fig. 5).
The non-capacitated motility group corresponds to cluster 1,
with the complete set of non-capacitated sperm and a subset
of induced to capacitate sperm. Sperm with a transitional
motility correspond to cluster 3 and to hyperactivated motil-
ity to cluster 2.

We used OpenCASA as a preliminary approach to validate
our results, with the sperm head trajectory (ALH Amplitude
of Lateral Head Displacement). OpenCASA is an open-
source software that computes CASA measurements in 2D
images [19]. We projected the 3D sperm head coordinates
in x — y plane to obtain the head trajectory. The correlation
between the ALH value and the first component of principal
component analysis showed a reasonable correlation coeffi-
cient near 0.7.

IV. CONCLUSIONS AND DISCUSSION

The novelty of the feature-based vector that we propose
in this work encompasses the flagella beating pattern of
sperm. Thanks to the performance of these features to
describe the flagella dynamics, it was possible to use a
simple unsupervised classification technique to group non-
capacitated sperm, from those truly capacitated (hyperacti-
vated). An ellipse eccentricity close to 1, means that the
ellipse is elongated (corresponding to an asymmetric beating
pattern trend), while when eccentricity tends to O it is
more circular (symmetric beating pattern trend). It is known
that the beating pattern of non-capacitated spermatozoa is
more symmetric than that for hyperactivated ones [1]. Given
the previous considerations, the first cluster (green lines)
corresponds to the motility pattern of non-capacitated sperm
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a) Dissimilarity matrix from the Euclidean distance of the three principal components between each pair of sperms. Sperm IDs correspond to the

number of the experiment, where 1-81 correspond to sperm induced to capacitate and 82-100 are the non-capacitated ones. The dendrogram shows the
hierarchical clustering with average linkage; green lines correspond to cluster 1 (4, 5, 11, 39, 49, 55, 65, 67, 74 and 77), red lines to cluster 2 (12, 24, 42
and 45) and blue lines to cluster 3. b) Clustering of flagellar motility for the dataset. The labels of the dots correspond to the number of the experiment.
Green dots correspond to cluster 1, red dots to cluster 2 and blue dots to cluster 3.

on-capacitated
motility

Non-capaci|ted
sperm set

Transitional
motility

Hierarchical
Clustering

Induced to
capacitation
sperm set

Hyperactivated
motility

Fig. 5.

Clustering diagram resulting from the proposed method. The
input data are non-capacited and induced to capacitate spermatozoa. When
clustering is applied, three main groups of motility patterns are obtained:
non-capacitated, transitional and hyperactivated.

(control sperm + those induced that failed to capacitate)
given that the semi-major axis of the fitted ellipses are
smaller compared to the other clusters, in addition, the
mean eccentricity is smaller, tending to 0.5. We consider
the third cluster (blue lines) as being a transitional beating
pattern from non-capacitated to capacitated (hyperactivated)
spermatozoa; since the amplitude of the semi-major axis
increases relative to cluster 1 and the average eccentricity
also increases, tending to 0.7, i.e., the flagellar beat has
an increasing amplitude and sperm begin to display an
asymmetrical beat. We infer that the second cluster (red
lines) corresponds to the hyperactivated beating pattern, since
its average eccentricity tends to 1, with a larger amplitude
compared to cluster 1, implying an asymmetric motility

pattern, as mentioned previously. Furthermore, as expected,
~12% of the induced to capacitate spermatozoa belong to
this cluster as mentioned in [2]. It is important to mention
that the whole set of non-capacitated sperm was correctly
classified in the green cluster together with the failed-to-
capacitate from the induced group.

As we mentioned before, no ground-truth exists for 3D
classification purposes, thus the correlation coefficient of
the first principal component with the ALH value for all
spermatozoa was a first approach to validate the unsupervised
classification results. Although some experiments agree with
their ALH value and clustering, the comparison with CASA
values is limited since it is based on the head movement,
while in this work, we are measuring the 3D flagellar dynam-
ics. Further analysis is required to establish a truth reference
in order to have a better way to measure the performance of
the proposed method; additionally, it is requiered to collect
more data of non-capacitated spermatozoa to balance the
dataset. The obtained results are promising given that flagella
hyperactivation has never been described in 3D, which will
allow to define the parameters for the classification of the
hyperactivated motility pattern.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: The flagellar movement of the mammalian sperm plays a crucial role in fertilization. In the female
3D+t human sperm motility reproductive tract, human spermatozoa undergo a process called capacitation which promotes

Hyperactivated sperm
Sperm flagella
Spatio-temporal patterns

changes in their motility. Only capacitated spermatozoa may be hyperactivated and only those
that transition to hyperactivated motility are capable of fertilizing the egg. Hyperactivated
Unsupervised classification motility is characterized by asymmetric flagellar bends of greater amplitude and lower frequency.
Multi-plane imaging Historically, clinical fertilization studies have used two-dimensional analysis to classify sperm
3D microscopy motility, despite the inherently three-dimensional (3D) nature of sperm motion. Recent research
has described several 3D beating features of sperm flagella. However, the 3D motility pattern
of hyperactivated spermatozoa has not yet been characterized. One of the main challenges in
classifying these patterns in 3D is the lack of a ground-truth reference, as it can be difficult
to visually assess differences in flagellar beat patterns. Additionally, it is worth noting that
only a relatively small proportion, approximately 10-20% of sperm incubated under capacitating
conditions exhibit hyperactivated motility. In this work, we used a multifocal image acquisition
system that can acquire, segment, and track sperm flagella in 3D+t. We developed a feature-
based vector that describes the spatio-temporal flagellar sperm motility patterns by an envelope
of ellipses. The classification results obtained using our 3D feature-based descriptors can serve
as potential label for future work involving deep neural networks. By using the classification
results as labels, it will be possible to train a deep neural network to automatically classify
spermatozoa based on their 3D flagellar beating patterns. We demonstrated the effectiveness
of the descriptors by applying them to a dataset of human sperm cells and showing that they can
accurately differentiate between non-hyperactivated and hyperactivated 3D motility patterns of
the sperm cells. This work contributes to the understanding of 3D flagellar hyperactive motility
patterns and provides a framework for research in the fields of human and animal fertility.
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1. Introduction

Human fertilization requires that sperm move and swim through the female reproductive tract to reach the egg [1-3]. This
journey is accompanied by a crucial physiological process known as capacitation, involving intricate biochemical and biophysical
alterations that render sperm capable of fertilization [4,5]. While sperm exhibit three-dimensional (3D) motion during this journey
[6]1, both research and clinical analyses have predominantly been confined to capturing their movement in two-dimensional (2D)
images [7-11]. Previous 2D analyses have unveiled the diverse motility patterns [12] of capacitated sperm, with one of the notable
phenomena being hyperactivation. Hyperactivation is a motility pattern characterized by highly asymmetrical flagellar bends, also
by an increase in amplitude and by a decrease in the frequency of beating [13-17]. Only a small percentage (around 10-20%) of the
millions of ejaculated sperm are found to be capacitated after being incubated in capacitating media and consequently, exhibit non-
constant hyperactivated motility [13,18]. This limited occurrence can be attributed to the asynchronous nature of the capacitating
process [13,19].

It is crucial to distinguish between hyperactivation and capacitation as they represent distinct facets of sperm behavior. Capaci-
tation refers to the functional maturation of spermatozoa, while hyperactivation refers to a specific motility pattern associated with
capacitation [13]. Understanding, characterizing, and classifying hyperactivated sperm movement in 3D holds significance for male
infertility diagnosis and treatment. Established methods for classifying hyperactivation motility in 2D analyses often rely on tracking
sperm head trajectories, giving indirect information about the motion of the flagellum. Nevertheless, 3D flagellar hyperactivated
motion has never been described.

Computer Assisted Semen Analysis (CASA) has become the gold-standard method for analyzing and classifying sperm motility
in 2D. Nevertheless, it has been shown that it can produce inconsistent and subjective results as it depends largely on the expertise
and training of the user [7,8]. The identification of hyperactivated human sperm used in CASA involves a combination of kinematic
parameters, for sperm recorded at 60 fps: Curvilinear Velocity (VW CL) > 150 um/s, Linearity (LI N) < 50%, and Lateral Amplitude
of Head Displacement (ALH) > 7 um [12]. However, these parameters may vary depending on the CASA system, frame rate and
software used [8,20-22]. As an example, one subjective parameter is the ALH due to the many ways of calculating the average path.
In [23], the fractal dimension (D) was proposed as an alternative to ALH. Fractal dimension indicates how much of the plane is filled
by a meandering curve. If the head trajectory of a sperm’s fractal dimension exceeds a threshold and satisfies the conditions for V'C L
and LI N, then it is considered hyperactivated.

In recent years, efforts have been made to automate and remove subjectivity from this type of analysis using machine learning
and deep learning techniques [12,24-27]. However, most of these efforts have focused on analyzing sperm head trajectory and
CASA parameters extracted from 2D images, leaving the analysis of 3D flagella movement largely unexplored. Recently, it has
been possible to acquire images of the flagellum, for which software systems have been developed to analyze it [27-29], as is the
Computer-Assisted Beat-pattern Analysis (CABA) [30]. Despite this progress, they are not capable of classifying sperm motility even
in 2D. The 3D imaging and analysis of sperm flagella kinematics involves several computational challenges, including acquisition,
detection, segmentation, tracking, and classification [6], but it provides more information that can help remove subjectivity in the
analysis. Despite some recent progress in understanding the 3D flagellar kinematics of single sperm, the classification of 3D flagellar
beating patterns in capacitated sperm remains a large gap in the literature [6,27,31-34].

Different methods have been developed to classify 3D dynamic patterns [35,36]. These include traditional machine learning
techniques like decision trees and support vector machines, as well as more recent approaches based on deep learning, such as
convolutional neural networks (CNNs) [37,38]. These methods rely on extensive labeled data for training, which can be a limiting
factor in many cases. When labeled data are not available, unsupervised learning techniques can be employed to extract patterns or
correlations from images. Unsupervised learning aims to discover inherent structures or relationships in the data without relying on
prior knowledge or labeled examples. It encompasses tasks such as clustering, dimensionality reduction, and generative modeling
[39,40]. In the context of classifying 3D dynamic patterns, it becomes particularly challenging to compare waveforms that change
over time, such as in motion recognition or video classification [41]. The classification of 3D dynamical patterns requires a deep
understanding of the temporal and spatial movement and behavior of objects, making it a complex task.

In this study, our foremost objective is to explore into the complex dynamics of sperm flagellar beating in a three-dimensional
space, aiming to uncover previously unexplored patterns and characteristics of hyperactivated spermatozoa. We introduce novel
descriptors for dynamic motility that are based on a set of properties displayed by ellipses enveloping the flagella, which allows to
compactly describe the beating information of the flagella from 3D+t. The methodology employed in the work resulted in the iden-
tification of two distinct clusters of beating patterns through unsupervised classification. These groups were subsequently validated
to distinguish between non-hyperactivated and hyperactivated entities. This validation has been accomplished by correlating these
groups with established biological characteristics, such as beating amplitude, frequency, and asymmetry. Significantly, this study
represents the first description of hyperactivation in 3D, laying the foundation for future 3D investigations.

2. Materials and methods
2.1. Sperm samples and media

Under informed written consent and the supervision of the Bioethics committee of the Instituto de Biotecnologia, UNAM, young
healthy donors supplied human spermatozoa samples by masturbation, after at least 48 hours of sexual abstinence.
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The semen samples fulfilled the World Health Organization (WHO) requirements [16]. In total, there were 18 samples collected
from 8 different donors. Through a swim up separation, highly motile cells were recovered from the sample that was incubated for 1
hour in Ham’s F-10 medium at 37°C in a humidified chamber with a 5% CO, concentration. After recovery, cells were centrifuged
5 min at 3000 rpm and half of them were resuspended in a non-capacitating media and the other half in capacitating media. The
non-capacitating physiological media consisted of 94 mM NaCl, 4 mM KCl, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1 mM Na pyruvate, 25 mM
NaHCOj3, 5 mM glucose, 30 mM Hepes, and 10 mM lactate at pH 7.4. Five mg/ml of Bovine Serum Albumin (BSA) and 2 mg/ml
NaHCO; were added to obtain the capacitating media.

2.2. 3D+t image acquisition

The 3D + ¢ acquisition system consisted of an inverted Olympus IX71 microscope mounted on an optical table [TMC (GMP SA,
Switzerland)]. A 60X water immersion objective with N.A. = 1.00 (Olympus UIS2 LUMPLFLN 60X W) attached to a piezoelectric
device P-725 (Physik Instruments, MA, USA) mounted on the microscope. The piezoelectric along with the objective oscillated with
a frequency of 90 Hz and an amplitude of 20 pm. A servo-controller E501 via a high current amplifier E-55 (Physik Instruments,
MA, USA) was used to fine tune the piezoelectric oscillations. A high speed camera (NAC Q1v) with 8 GB of internal memory was
set to record at 5000/8000 fps with a resolution of 640 x 480 pixels. At this speed and resolution, the camera was able to acquire
27,000 images in 5.4/3.4 seconds respectively. The acquisition system was synchronized via an E-506 function generator (NI USB-
6211, National Instruments, USA). Temperature of the samples was maintained constant at 37 °C with a thermal controller (Warner
Instruments, TCM/CL100).

2.3. 3D waveform segmentation

The dataset consisted of 147 human spermatozoa, 60 were exposed to a non-capacitating media and 87 to capacitating media.
The data were collected using the system described by Corkidi et al. [6] and the flagellum centerline was reconstructed using the
segmentation process described by Herndndez-Herrera et al. [32]. From the experimental conditions, it is expected that 10 — 20% of
sperm exposed to a capacitating media may display hyperactivated motility [18]. Let (xin, yﬁn, zﬁn), n=1,2,..., N, be a set of points
of the flagellum’s centerline in a 3D coordinate system at time ¢t = 1,2, ...,T; for each spermatozoa, i, in the dataset. The number of
detected flagella and points per single beat may vary over time due to the segmentation process. A complete set of these points for an
experiment i in the laboratory frame of reference are shown in Fig. 1A, each colored line corresponds to a flagellum reconstruction
at a given time, and the black dots represent the head of the spermatozoon. The temporal evolution is represented within the color
scale shown in the figure. Every flagellum corresponds to a single temporal point and therefore each one is depicted with a single
color. To place all sperm trajectories within the same comoving frame of reference, the data were both rotated and translated to
align the head’s main axis with the x-axis.

2.4. 3D waveform ellipse envelope

We define a flagelloid F f [33] for sperm i as the set of points that belong to the flagella orthogonally projected onto the Y Z

max{x! }

plane whose x-coordinate lie in the interval I; =[(I — 1) -6,/ - §) where I =1,2,..., L, L' = [%] (the symbols [-] denote the
ceiling function, e.g., [7] =4) and § is the interval size (as shown in Fig. 1B).

Fl[ = {(yin’zﬁn)|x£n € Il} : )

Fig. 1B illustrates the fitting of an ellipse (dashed purple) to the points belonging to the flagelloid (1) using the “Direct fit of least
squares of ellipses” method presented in [42]. By performing this process for each flagelloid, a set of transverse ellipses to the x-axis
are obtained, which describe the motility shape of the sperm (as shown in Fig. 1C). The interval size (§) is set to ~ 0.21 pm; this
value was imposed to ensure that each interval contains at least three points. Ellipses are fitted to the flagelloid only when it has at
least this number of points and they are not collinear to avoid fitting an hyperbola or a parabola (eccentricity, £ > 1). The number of
ellipses E'|E' < L' are the ellipses that were fitted correctly for spermatozoon i.

From each ellipse ef, we obtain four parameters:

. The semi-major axis (af).

. The semi-minor axis (b;).

. The angle of the ellipse (¢,) with respect to the y-axis.
. The eccentricity (¢)).

AW N

To describe the variations in the envelope of ellipses, we propose a feature-based vector with the following four components
based on an analysis of the obtained data:

; =\ E
. Featurel:y({y/a}z—b;z} ),
=1
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Fig. 1. A) Representation of a tracked and segmented spermatozoon, with the laboratory frame of reference data aligned along the x-axis. Each line corresponds to
a flagellum reconstruction at a specific time, and the black dots represent the first point of the flagella at each time. The temporal evolution is represented within
the color scale shown in the figure. Every flagellum corresponds to a single temporal point and therefore each one is depicted with a single color. The projections
of the 2D head trajectories are shown in the XY and XZ planes (black lines). The process of fitting an ellipse to a flagelloid is shown with a sample out of 292 gray
planes (for visualization purposes) corresponding to 10 intervals of § each. B) Zoomed-in view of a single 6-length interval, with red dots representing the flagellum
points within that interval. At the right side, the orthogonal projection of the red dots are displayed, forming a flagelloid (black line) and its fitted ellipse (purple
dotted line). C) Envelope of ellipses (purple lines) and their XY, XZ, and YZ projections (light gray lines) for a spermatozoon. Each ellipse was fitted to an interval,
the complete envelope is composed with all the ellipses fitted to the sperm’s beating.

Table 1
Detailed table of the principal component analysis.
PC1 PC2 PC3
Eigenvalue 2.3862 1.0004 0.4616
Feature 1 0.6142 0.0392 -0.1122
Feature 2 -0.0242 0.9990 -0.0191
Feature 3 0.5712 -0.0163 -0.6197
Feature 4 0.5440 0.0172 0.7765

Details of the principal component analysis obtained
from the feature-based vector of the envelope of el-
lipses. The element [}, k] is the contribution of the Fea-
ture j to the k-th PC. The dominant features for each
principal component are shown in bold.

. N E
» Feature 2: u | ¢ ¢’ , — ¢, s
-1~ %,
Ei
» Feature 3: u ({ } ),
I=1
Ei
}1:1)’
where u is the average and o is the standard deviation. Feature 1 is the average distance from the center of the ellipse to the focus
of every ellipse, Feature 2 is the average of the difference between angles of the major axis of consecutive ellipses, Feature 3 is the
average value of the eccentricity and Feature 4 is the standard deviation of the semi-major axis. Then we reduce the dimensionality

of the vector using Principal Component Analysis (PCA), resulting in three principal components that account for more than 90% of
the variance in the dataset (see Table 1).

1

€
« Feature 4: ¢ <{a5
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Fig. 2. The dissimilarity matrix shows the Euclidean distance between each pair of sperm cells based on their four principal components. The pixel intensity in the
matrix corresponds to the distance value. On the right, the IDs of each experiment are displayed, where “No Cap” belongs to the control group and “Cap” refers to the
spermatozoa exposed to capacitating conditions. The dendrogram shows the hierarchical clustering with average linkage; red lines correspond to Cluster 1 and green
lines to Cluster 2.

2.5. Clustering

Our dataset consists of samples incubated in non-capacitated media (control) and sperm that have been incubated under capaci-
tating conditions, we expect that around 10 - 20% of the capacitated sperm at most, will exhibit an hyperactivated motility pattern.
Since our dataset cannot be labeled, we did not have prior knowledge of the number of clusters in the data, and the actual number of
hyperactivated sperm cells is unknown. We choose to apply agglomerative hierarchical clustering, since it does not require knowing
a priori how many clusters there are, does not need input parameters, and is less sensitive to outliers compared to other methods.
Agglomerative hierarchical clustering [43] is a technique that clusters each of the objects in the dataset based on the dissimilarity
metric between them. The clusters are created between pairs of greater similarity and then, they are successively connected with
the other pairs of less similarity. This process is represented through a dendrogram that shows the hierarchical relationship between
group-pairs in the dataset [43]. We used the Euclidean distance as the dissimilarity metric between the descriptors of each sperm cell
with all the others to determine the dissimilarity between each pair of spermatozoa. We used average linkage and “distance” as the
criterion to define the clusters based on proximity between the objects. The dendrogram enabled us to visually identify the number
of main groups in the dataset, and we identified two main clusters.

3. Results

The dissimilarity matrix of the Euclidean distance between each pair of spermatozoa is depicted in Fig. 2, illustrating how similar
they are based on their feature-based descriptors. The diagonal of the matrix is black since a feature-based descriptor’s distance from
itself is O (high similarity), while pairs of sperm with higher distances are represented with white (low similarity). The cells that were
incubated under non-capacitating conditions and a fraction of the incubated under capacitating conditions sperm are found in Cluster
2 (green square and lines in Fig. 2). Spermatozoa in Cluster 1 (red squares and lines in Fig. 2) have fitted ellipses with semi-major
axes that are larger (max(a) > 6.5 pm) than those in cluster 2 in addition to having € — 1. The ellipse’s eccentricity (¢) measures
how much it deviates from a circle. This is related to the tendency of the flagellum’s beating pattern, with a more isotropic pattern
corresponding to a more circular ellipse (¢ — 0) and an anisotropic pattern corresponding to a more elongated ellipse (¢ — 1). Given
the previous analysis and considerations, we associate Cluster 2 to the motility pattern of non-hyperactivated sperm, which includes
the control group and a subset of spermatozoa incubated under capacitating conditions (those exposed to a capacitating media,
not showing hyperactivated motility), as shown in the next validating section. Cluster 1 is then associated with the hyperactivated
beating pattern group, which only includes sperm cells that were exposed to capacitating conditions.
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Fig. 3. The upper graphs show the flagellar beat of a sperm classified as non-hyperactivated (left side) and one classified as hyperactivated (right side). Both are
aligned and rotated with respect to the x-axis (black line) along the first ~ 2.5 pm of arclength, corresponding to the mid-head of the sperm. The ellipse at the end of
the x-axis shows the average ellipse fitted to the flagellar beat, indicating the average anisotropy of the beat. The lower graphs, as instances of the examples in the

upper ones, display the sum of the amplitude spectrum of all points. The red dots on these plots represent the maximum value of the spectrum, associated with the
sperm beat frequency, a);).

3.1. Validating the classification of the 3D sperm beating patterns

In the literature, it has been described that hyperactivated motility in human spermatozoa is characterized by asymmetric flagellar
beating, an increase in amplitude, and a decrease in the frequency of beating [1,14,18,20,44-46]. To validate our unsupervised
classification of motility patterns, we have measured these features (amplitude, frequency, and asymmetry) in 3D+t from our database
and proposed some 3D generalizations of the 2D well-known measures. For this purpose, the first ~ 2.5 um of arclength of each
flagellum was aligned and rotated with respect to the x-axis (see Fig. 3).

For each individual sperm (denoted as i), we defined the amplitude as the average distance of each point on the flagellum

(represented by coordinates (x! .y .z} )) to the x-axis:

Np.T;

. ) 22 T-ti

Al =M({\/y;n v, ) @
n=1,1=1

The beat frequency is obtained through the analysis of the Fourier transform on each point of the flagellum over the time

F( yﬁn, zin). The power spectrum amplitude of each point of the sum of the two components are summed and the frequency with
peak amplitude is taken as the maximum frequency (Fig. 3):

N
o} = argmax, [F{ 3 +1F{Z 3 ). 3)

n=1
While the increase in asymmetry for hyperactivated spermatozoa is clearly observable in 2D analysis, it becomes more challenging
to measure and generalize this asymmetry directly in 3D data. However, an alternative approach in the 3D context is to consider
anisotropy. The anisotropy is taken as the mean of the eccentricity of the ellipses fitted to each spermatozoon. Anisotropy captures
the directional preference or orientation of the envelope of ellipses in 3D, providing valuable insights into the movement patterns of
hyperactivated spermatozoa. In the context of measuring the eccentricity of the envelope of ellipses in sperm flagellar beat analysis,
a higher eccentricity value indicates a more elongated or stretched shape, which implies a higher anisotropy of the beat. This means
that the flagellum exhibits a preferred direction or orientation of bending, leading to an elongated shape rather than a circular shape.
We performed the Wilcoxon Rank Sum Test to determine if there were differences between the two clusters for each measure

described above (Fig. 4), this test is used when the sizes of the samples are relatively small and they are not normally distributed,
showing a significant difference.
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Fig. 4. Boxplots of the frequency, amplitude, and, anisotropy values for each motility group identified (non-hyperactivated: NH, and hyperactivated: HA). The p-value
for the Wilcoxon test for each feature is: 0.009, 0.01 and 0.0476 respectively *P < 0.05.

4. Discussion

This work introduces a feature-based vector that captures the average dynamics of the flagellar beat in 3D+t. Leveraging these
descriptors, we successfully achieved the unsupervised classification of human spermatozoa flagellar beating into non-hyperactivated
and hyperactivated classes. Notably, this unsupervised approach circumvents the need for labeled training data and offers a robust
methodology.

In the context of sperm motility analysis, previous studies have observed that hyperactivated spermatozoa exhibit an asymmetrical
beating pattern compared to non-hyperactivated ones [17]. Building upon this observation, our proposed envelope of ellipses allows
the generalization of this description to the 3D case. This simplifies 3D movement to a surface that fits the flagellar beat. Here we
test the hypothesis that the shape of this envelope is correlated with the waveform of sperm non-hyperactivated and hyperactivated
states. Ellipses with eccentricities close to one correspond to elongated shapes, indicative of an anisotropic envelope, while ellipses
with eccentricities close to zero represent more symmetrical envelopes. Moreover, this characterization enables the quantification of
the 3D equivalent of the movement envelope amplitude through the descriptor of the foci average of the ellipses. Significantly, the
amplitude feature is found to be smaller for the non-hyperactivated group compared to the hyperactivated group.

In addition to capturing anisotropy and amplitude of the envelope, the proposed feature-based vector provides a parameter-
free representation of flagellar beat dynamics, allowing an objective classification. By using this approach, we accurately classified
the entire set of the exposed to a non-capacitating media sperm, along with the non-hyperactivated sperm from the incubated under
capacitating conditions group, into the green cluster (Fig. 2). As we expected, approximately 17% of the incubated under capacitating
conditions spermatozoa belong to the hyperactivated group, as mentioned in [18].

Given the absence of a ground truth for 3D classification, we initially compared the unsupervised classification results using
the most common 2D characteristics of hyperactivated motility: frequency and amplitude, measured in 3D. However, measuring
asymmetry in a 3D context is not straightforward. Asymmetry in the flagellar beat refers to the differences or variations between the
two sides or halves of the flagellum. Instead, in this study, we utilized the eccentricity as a measure of anisotropy, which captures
the preferred direction of the beat’s envelopes. While eccentricity primarily quantifies anisotropy rather than direct asymmetry,
it can still provide valuable insights into the beat patterns. Higher eccentricity values indicate a more elongated shape of the
beat, suggesting a higher degree of anisotropy. This measure of anisotropy serves as an indirect measure of the asymmetry of the
flagellar beat. Through these comparisons, we observed that the hyperactivated group exhibited lower frequency, higher mean
amplitude, and greater anisotropy of the waveform path compared to the non-hyperactivated group. These findings suggest that
these 2D characteristics, along with the measure of anisotropy, can serve as informative features in distinguishing between non-
hyperactivated and hyperactivated spermatozoa. The Wilcoxon test confirmed that the two groups were statistically different in
terms of each attribute (frequency, amplitude, and anisotropy).

Alternative measurements to describe the motility patterns of the cell have been explored. One relevant example is the fractal
dimension of the 2D trajectory of the cell head. It has been shown that 2D trajectories with a fractal dimension greater than 1.3
could be an hyperactivated motility pattern [23]. How this 2D head trajectory measurement could be correlated to our present 3D
flagellar approach surges as a research venue.

The findings presented in this work align with our previous studies [47], further substantiating the reliability of our feature-based
descriptors in characterizing motility patterns. To enhance the accuracy and validation of these results, future work will involve
using fluorescent markers to establish a ground truth reference for hyperactivated human sperm in 3D.
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5. Conclusions

This study addresses the critical need for describing the 3D flagellar beating patterns of human spermatozoa and presents a
reliable and simple classification framework. By overcoming the limitations of subjective expert-based analysis, our approach offers
a robust means of characterizing motility patterns.

The unique contribution of this work lies in the development of a robust classification methodology that does not rely on deep
neural networks. This is particularly significant because deep learning approaches are not viable due to the lack of labeled 3D+t
beating data. Furthermore, by simplifying the intricate spatio-temporal data in three dimensions, we transform each flagellum point,
which essentially represents a time series, into a shape analysis that considers both the flagellum’s shape and the accumulated
movement of the sperm in 3D through the waving movement envelope. The classification results obtained using our feature-based
descriptors can serve as potential labels for future work involving deep neural networks. By using the classification results as labels,
it will be possible to train a deep neural network to automatically classify spermatozoa based on their flagellar beating patterns. This
combination of feature-based descriptors and deep neural networks holds promise for further improving the accuracy and efficiency
of classification tasks in reproductive biology and fertility research.
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