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Resumen

La reproduccién asistida es el conjunto de técnicas y tratamientos médicos que auxilian
la concepcién del embarazo cuando una pareja sufre de problemas de fertilidad. Existen
distintas técnicas de reproduccién asistida siendo una de las mas efectivas y utilizada la
inyeccion intracitoplasmaética de espermatozoide la cual consiste en la seleccién de un es-
permatozoide para ser inyectado por un embridlogo en un évulo con el fin de conseguir la
fecundacién. Sin embargo, la seleccién del espermatozoide a inyectar es un proceso subjeti-
vo que puede verse afectado por la experiencia del embriélogo o por otros factores externos
como fatiga o estrés, lo cual puede repercutir directamente en la calidad del embrién que se
genera después de la fecundacién. En el presente trabajo se propone un sistema basado en
visién computacional para asistir en selecciéon de espermatozoides en protocolos de fertili-
zacién in-vitro. El sistema propuesto permite calcular variables cuantitativas relacionadas
con la motilidad de los espermatozoides y por lo tanto determinar cudles son los més aptos
de manera automatica, lo cual puede servir de apoyo para el especialista en la eleccion del
espermatozoide a inyectar. La herramienta propuesta es evaluada mediante la compara-
cién de los resultados de los espermatozoides seleccionados por el algoritmo con aquellos
seleccionados por embridlogos en videos de muestras de espermatozoides tomados con un
microscopio. Los resultados indican la factibilidad de utilizar la herramienta propuesta.

Palabras clave: Fertilizacién in-vitro, Inyeccién Intracitoplasmatica, Selecciéon de Espermatozoide,
Visién Computacional.

1 Introduccion

Los problemas de fertilidad podemos definirlos como la dificultad para lograr o mantener un embarazo
en el lapso de 1 ano llevando a cabo coito sin proteccién. Aproximadamente el 40 % de los problemas de
fertilidad alrededor del mundo se atribuyen a anomalias por parte del sexo masculino [1]. La reproduc-
cion asistida es el conjunto de técnicas y tratamientos médicos que auxilian la concepcién del embarazo
cuando una pareja sufre de problemas de fertilidad. Existen distintas técnicas de reproduccién asistida,
una de las més efectivas y utilizada es la inyeccién intracitoplasmatica de esperma (ICSI, por sus siglas
en inglés). La técnica de ICSI consiste en la seleccién de un espermatozoide a partir de una muestra de
semen previamente preparada y posteriormente su inyeccién en el citoplasma de un évulo utilizando
una micropipeta [2]. La seleccién del espermatozoide a inyectar mediante esta técnica es una decisién
tomada por el embridlogo que estd llevando a cabo el procedimiento. Esta decisién estd basada en
una evaluacién subjetiva de la morfologia y motilidad de los espermas candidatos [3, 4, 5] la cual es
dependiente del conocimiento y experiencia del embridlogo. Por lo tanto, es posible que el criterio de
dos embridlogos los lleve a escoger diferentes espermatozoides como los mas aptos para ser inyectados
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dentro de la misma muestra. Asi mismo, dicha decisién puede verse afectada por factores emocionales
o fisicos como fatiga y estrés, en particular tomando en cuenta que se tiene poco tiempo para tomar la
eleccién dado que los 6vulos a ser inyectados no deben estar demasiado tiempo afuera de la incubadora.

Se ha buscado crear herramientas de apoyo para los embriolégos a través de algoritmos de procesa-
miento de imagenes. Se considera como los pioneros en este tema a Katz y Davis, con estudios realizados
a mediados de los 80 enfocados en el rastreo de espermas en videos [6]. Existen algunos trabajos que se
busca solucionar el problema de los caminos cruzados de espermas y las coaliciones que existen entre
ellos a lo largo del tiempo [7, 8, 9], solamente Urbano et al. [10], han logrado obtener buenos resultado
en el rastreo de los espermas a lo largo del tiempo y extrayendo datos significativos de motilidad, pero
aun sin presentar un ranking que nos permita observar a los mejores basados en esos datos.

En el presente trabajo se propone un sistema basado en visién computacional para asistir en selec-
cién de espermas en protocolos de fertilizacién in-vitro. Esta herramienta permite realizar un rastreo de
cada uno de los espermatozoides en un video correspondiente a una muestra de semen, con el objetivo
de extraer datos de motilidad para generar una evaluacién cuantitativa del mismo. Con el resultado
de esta evaluacion, es posible determinar cuales son los dos espermatozoides méas aptos de manera
automatica, lo cual puede servir al especialista en la eleccién del espermatozoide a inyectar. La herra-
mienta propuesta es evaluada mediante la comparacién de los resultados de los espermas seleccionados
por el algoritmo con aquellos seleccionados por embridlogos en videos de muestras de espermas tomados
con un microscopio. Los resultados indican la factibilidad de utilizar la herramienta propuesta.

2 Metodologia

La entrada al sistema es una secuencia de video para la cual, una vez realizado el andlisis, se obtiene
un video que cuenta con un nimero de identificacién para cada uno de los espermatozoides analizados.
En este video se rastrea a cada uno de ellos en el tiempo y se obtiene los datos de motilidad, el cual
es utilizado para generar un ranking que permite la identificacién de los cuatro espermatozoides mas
aptos de la muestra (su ID se muestra en color verde). El sistema cuenta con una interfaz grafica en la
cual se puede visualizar la cabeza de cada uno de los cuatro espermatozoides més aptos de la muestra
con fines de una evaluacién morfolégica por parte del embriélogo, ademds de los datos cuantitativos de
motilidad y una gréafica que denota el movimiento giratorio de la cabeza del espermatozoide. El algo-
ritmo propuesto consta de cinco pasos (Fig. 1): (i) segmentacion de los espermatozoides, (ii) asignacién
de ID a cada espermatozoide, (iii) rastreo de cada espermatozoide, (iv) cdlculo de datos de motilidad
y (v) generacién de ranking.

2.1 Segmentacién de los espermatozoides

La deteccién de cada uno de los espermatozoides en movimiento se lleva a cabo utilizando un algoritmo
de substraccién de fondo adaptativo basado en Mezcla de Gaussianas [11, 12] utilizando la imple-
mentacién MOG2 de OpenCV. Este algoritmo se encarga de seleccionar autométicamente el niimero
apropiado de distribuciones Gaussianas necesario para modelar el estado “normal”de distribucién de
valores de intensidad para cada pixel de la imagen, permitiendo determinar cuando un cambio en el
valor de intensidad es significativo y por tanto candidato a ser considerado como parte de un esperma-
tozoide en movimiento. En seguida se discriminan los grupos de pixeles candidatos con conectividad
menor a 12, generando una imagen binaria en donde los pixeles con valor de 1 representan aquellos que
forman parte de un espermatozoide.

2.2 Asignacion de ID a cada Espermatozoide

Después de la segmentacién es posible asignar un nimero identificador a cada uno de los espermas
detectados. Para esto se lleva acabo un proceso de deteccién de contornos de las regiones de la imagen
binaria. Enseguida se detecta el centro de cada cabeza de los espermas a través de la estimacién del
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Fig. 1. Diagrama representativo del procesamiento de video de una muestra de semen:
detectar, asignar un ID, rastrear y extraer datos de motilidad de cada uno de los
espermatozoides y asi generar un ranking basado en estos datos.

centroide de cada grupo de pixeles conectados que estdn dentro de un contorno en la imagen binaria
mediante la ecuacién 1:

1 n
c= E;l’h (1)

donde, n es la cantidad de los pixeles dentro de un contorno y z; es cada uno de los puntos que
la componen. Teniendo el centroide de cada cabeza de espermatozoide en el primer frame del video se
procede a obtener la coordenada de este y asi hacer la asignaciéon de un ID para identificar a cada uno
de los espermatozoides moviles.

2.3 Rastreo de cada Espermatozoide

Teniendo asignado un ID a cada espermatozoide en el primer frame es posible identificar de manera
individual a cada uno de la muestra y comenzar a realizar el rastreo de cada uno de ellos conforme
avanza el tiempo del video. Se utilizaron dos criterios para identificar si un espermatozoide es el mismo
de un frame a otro.

El primero de estos criterios es la distancia que existe entre dos espermatozoides detectados en
frames contiguos. Es decir, una vez que se obtiene las coordenadas del centroide de la segmentacién de
la cabeza de cada espermatozoide en cada frame, se hace una comparacion de las detecciones con el
siguiente frame a través de la cdlculo de la distancia Euclidiana en dos dimensiones (Eq. 2).

d(P1,P2) = /(w2 — 1) + (y2 — y1)?, (2)

donde, P1 es la ubicacién del espermatozoide en el frame anterior, P2 es la ubicaciéon del esper-

matozoide en el frame actual, (z1, y1) son las coordenadas del espermatozoide en el frame anterior y

(z2, y2) son las coordenadas del espermatozoide en el frame actual. Al ser muy corto el tiempo que
transcurre de un frame a otro se espera que la distancia recorrida sea minima.

El siguiente criterio es el de asignacién por similitud en el cual es necesario generar imagenes de

las cabezas de los espermatozoides. Estas imdgenes se generan a partir de su coordenada del centro y
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recorriendo 10 pixeles a todos los lados, lo que nos genera una imagen de 20 x 20 de cada una de las
cabezas de los espermatozoides. A partir de estas imdgenes podemos aplicar la medida de similitud que
tienen los histogramas (255 bins) de las imégenes en escala de grises (la cual se obtiene promediando
los 3 canales (RGB) para cada uno de los pixeles de la imagen) de cada uno de los espermas detectados
en el frame actual con el frame anterior. Para hacer este cédlculo se utilizé la medida de similitud
Chi-Cuadrado entre dos histogramas (Eq. 3).

2

d(H, Hy) = 21: D = By (Il)ql (52(1)) , (3)

donde, I es la la imagen de la cabeza del espermatozoide en el frame actual, H; es el histograma

de la imagen de la cabeza del espermatozoide en el frame anterior, Hs es el histograma de la imagen

de la cabeza del espermatozoide en el frame actual. Por lo tanto, si es el mismo espermatozoide de un
frame a otro los histogramas de las imdgenes deben de tener una gran similitud entre ellos.

Una vez que se tienen los resultados de estos dos criterios se le da un valor del 50 % a cada uno
con la finalidad de que tengan el mismo impacto al momento de hacer el seguimiento de cada uno
de los espermatozoides. Con el fin de robustecer el rastreo de los espermatozoides con respecto a
oclusiones o colisiones entre ellos, se utiliza un filtro de Kalman por cada espermatozoide. Dado que los
espermatozoides pueden exhibir maniobras abruptas, cada filtro independiente de Kalman utiliza un
modelo de movimiento de objetivo de aceleracién de ruido blanco continuo [13] con una covarianza de
ruido de proceso adaptativo. La covarianza del ruido de proceso se estima a lo largo del tiempo usando
un filtro de memoria de desvanecimiento [14], y permite que la covarianza de la pista del filtro de
Kalman aumente durante las maniobras bruscas y se reduzca durante los pequefios pasos. Durante esta
adaptacion es posible hacer la estimacion del siguiente paso en dado caso de que exista una obstruccién
o colisién contra otro espermatozoide.

2.4 Calculo de Datos de Motilidad

En este trabajo se calculan cuatro parametros cuantitativos relacionados con la motilidad de los esper-
matozoides, tres de ellos estdn propuestos en [15], y uno més relacionado al movimiento giratorio que
realizan con su cabeza los espermatozoides. Los cuatro pardmetros son:

1. La velocidad curvilinea (VCL, pm/seg) la cual es la suma de las distancias entre cada posicién
del espermatozoide medida dividida por el tiempo de anélisis.

2. La velocidad en linea recta (VLR, pm/seg) la cual es la distancia en linea recta entre el primera
y ultima posicién del esperma dividida por el tiempo de andlisis.

3. La linealidad de la progresién (LIN = VLR/VCL, sin dimensiones) la cual es la linealidad del
camino curvilineo.

4. La velocidad angular (VA = RPM) que se calcula mediante un anélisis de intensidad promedio
de los pixeles de la subimagen correspondiente a la cabeza de cada espermatozoide a través del tiempo,
obteniendo como resultado la forma de onda de la sefial del movimiento giratorio en cada instante de
tiempo S(t) de acuerdo con la ecuacién 4:

S(t) = 3% S intmon )+ Y ictmnt) + S in(mn,t) (4)

(m,n) (m,n) (m,n)

donde i, (m,n,t) es el valor de la intensidad del pixel en la m-ésima fila y n-ésima columna de cada
uno de los canales © = R, G, B en la imagen de cada cabeza de espermatozoide que contiene un total
de D (20x20) pixeles [16]. Se disefi6 un filtro Butterworth pasa banda de segundo orden que tiene la
frecuencia de corte inferior a 0.1 Hz y la frecuencia de corte superior a 0.5 Hz esto después de analizar el
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espectro en frecuencia de las sefiales. Ademas, la tendencia de la senial fue eliminada restando la media
de la senal a s{ misma. Finalmente, se cuentan los picos de la senal en una ventana de 4 segundos para
hacer una estimacién de la VA de cada espermatozoide.

Los pardmetros de movilidad se calculan utilizando el conjunto de posiciones adquiridas en cada
uno de los frames a lo largo del tiempo que dura el video con la finalidad de encontrar la distancia que
recorre cada uno de los espermatozoides méviles de la muestra de frame a frame.

2.5 Generacién de Ranking

Para la generacién del ranking y conocer cuales son los espermas més aptos con base en lo datos
de motilidad se asignaron porcentajes sugeridos por los especialistas en los datos adquiridos, estos
porcentajes son: 1) VCL: 10 %, 2) VLR: 50 %, 3) LIN: 10% y 4) VA: 30%. Es importante destacar
que cada frame se obtienen datos de motilidad, los cuales se van contabilizando y cada 4 segundos se
actualiza el ranking con estos resultados, esto con la finalidad de hacer més estable la visualizacién de
cudles son los espermatozoides més aptos. La visualizacién de los cuatro espermatozoides méas aptos se
puede observar a través de los videos procesados. Los ID de los espermatozoides se visualizan en negro,
pero si un ID se visualiza de color verde es porque a partir de los criterios descritos anteriormente este
espermatozoide es de los més aptos. A su vez de estos 4 espermatozoides los dos primeros lugares se
visualizan con un verde méas oscuro, mientras los otros dos se visualizan con un verde tenue. Ademaés
de esto, se genera una nueva ventana de visualizacién de estos espermatozoides en la cual podemos
observar estos 4 espermatozoides con més detalles como son: la cabeza del espermatozoide, su ID, su
VLR, su VA y ademas la grafica de su VA. Estos datos son los que se visualizan a sugerencia de los
especialistas de la clinica New Hope Fertility Center (NHFC).

3 Resultados y Discusiéon

Se cre6 una base de datos que consta de 19 videos digitalizados, sobre el proceso de seleccién del
espermatozoide durante la técnica de reproduccién asistida ICSI, los cuales fueron grabados en el NHFC
de Guadalajara, durante abril del 2020 con una duracién aproximada de un minuto con 30 segundos
cada uno. La clinica cuenta con un equipo de captura de video de laboratorio, con una resolucién de
640 x 480 pixeles y cuenta con una velocidad de 30 frames por segundo (fps). En estas imdgenes, se
puede identificar la cabeza de cada esperma de la muestra, la cual aparece como una mancha ovalada
oscura.

En la Fig. 2 se muestra un ejemplo de la interfaz que se produce con el procesamiento del video,
en ella se aprecia cuales son 4 los espermatozoides seleccionados en ese momento, asi como cuales son
los 2 més aptos con un verde més oscuro. Ademds en la otra ventana podemos observar una imagen
de la cabeza asi como informacién de motilidad de cada espermatozoide de los que nuestro programa
considera como los 4 mas aptos.

Para hacer la validaciéon de el método propuesto aplicado sobre los 19 videos proporcionados por
el NHFC se comparo la seleccién del sistema contra la seleccién de 3 embriolégos (01, O2 y O3) de
este centro. Los embriolégos seleccionaron los dos espermatozoides mas adecuados para ser utilizados
en la ICSI mientras observaban cada video en su pantalla (los embri6logos tinicamente pudieron ver
el video una vez). Por parte de la herramienta propuesta (A), se tomé en cuenta inicamente los dos
espermatozoides mas aptos. Se compard la seleccién de la herramienta propuesta con respecto a la de los
embriol6gos, ademas de la seleccién de los embriolégos entre ellos mismos. Al ser dos espermatozoides
los seleccionados, si se seleccionaron los mismos dos espermatozoides se tiene un 100 % de coincidencia,
si se seleccioné un espermatozoide la coincidencia es de 50 % y si no se seleccioné ninguno es de 0 %.

Los resultados de cada uno de los videos se muestran en la tabla 1. Se puede observar que ademaés
se hizo un anélisis de cuando los 3 embriol6gos coincidian en 2, 1 o 0 espermatozoides, también se
analiz6 cuando nuestra herramienta coincidia con los 3 embriolégos en 2, 1 o 0 espermatozoides. De los
19 videos examinados, en 11 de ellos los especialistas escogieron el mismo espermatozoide como una de
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Fig. 2. En la interfaz podemos observar que se han seleccionado 4 espermatozoides ya que su

ID es color verde (2, 6, 7, 10), a su vez podemos identificar por el ID en verde més oscuro que

los dos espermatozoides mas aptos de esta muestra son los ID: 7 y 10. Se observa informacion
de motilidad méas detallada de cada uno en la ventana pequena que aparece por un lado.

sus dos opciones. De esos 11, nuestra herramienta también escogié el mismo en 10. Ademds, solamente
en 3 videos los tres especialistas coincidieron en ambos espermatozoides. De esos 3 nuestra herramienta
escogid esos mismos una vez y en los otros dos videos escogié por lo menos uno de ellos.

Tabla 1: Resultados de coincidencia de la seleccién de los espermatozoides en cada video.

A vs O1 A vs 02 A vs 03 01 vs 02 01 vs 03 02 vs 03 Esplfr‘:’;"o,s A vs O’s
Video | Coincidencia | Coincidencia | Coincidencia | Coincidencia | Coincidencia | Coincidencia Coincidencia Coincidencia

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 100 50 100 50 100 50 50 50
2 50 50 100 50 50 50 50 5
3 50 50 50 50 50 50 50 50
4 50 50 50 50 100 0 0 0
5 50 50 50 100 50 50 50 50
6 50 0 50 50 100 50 50 0
7 100 50 50 50 0 50 0 0
8 100 50 50 50 50 100 0 0
9 100 100 100 100 100 100 100 100
10 50 50 50 50 50 50 0 0
11 50 100 50 0 0 50 0 0
12 100 100 50 100 50 50 50 50
13 100 100 50 100 50 50 50 50
14 50 50 50 0 50 50 0 0
15 50 50 50 100 100 100 100 50
16 50 50 50 0 50 0 0 0
17 50 50 0 50 50 50 0 0
18 50 50 50 100 100 100 100 50
19 100 50 100 50 100 50 50 50

Finalmente, en la tabla 2 podemos observar los porcentajes de coincidencia de nuestra herramienta
con los especialistas, asi como la coincidencia que existe entre los especialistas.

De la tabla 2 se puede observar que con respecto al O1, nuestra herramienta escogié el 100 % de
las veces al menos uno igual. Con respecto a O2 y O3, escogié el 94.70 % de las veces al menos uno
igual. Mientras que O1 vs. O2 escogieron un 84.20 % de las veces uno igual. O1 vs. O3 y O2 vs. O3
escogieron un 89.40 % de las veces al menos uno igual. Esto nos indica que nuestra herramienta tiene
mayor probabilidad de escoger al menos 1 que escogeria alguno de los 3 especialistas mientras que los
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Tabla 2: Resultados de coincidencia entre la herramienta y los especialistas, asi como entre los

especialistas.
Coincidencia AvsOl | Avs 02 | Avs 03 | O1vsO2 | O1vs O3 | O2 vs O3
Al menos un espermatozoide | 100.00 % 94.70 % 94.70 % 84.20 % 89.40 % 89.40 %
Los dos espermatozoides 36.80 % 21.00 % 21.00 % 31.50 % 36.80 % 21.00 %

especialistas tienen un méximo de 89.40 % de escoger al menos 1 en el que coincidirfan los otros 2
especialistas.

4 Conclusiones

En este trabajo hemos presentado un sistema basado en visién computacional que permite llevar a
cabo la evaluacién automatica de variables de motilidad de espermatozoides en videos. Este sistema
puede ser de utilidad para ayudar a los embriélogos a elegir el espermatozoide més apropiado para
ser inyectado en un proceso de ICSI. Nuestros resultados sugieren que los algoritmos implementados
para adquirir datos de motilidad y mostrarlos a los embriélogos son factibles. Sin embargo, para que
el sistema propuesto pueda ser llevado a la practica clinica es necesario hacer pruebas y validacién en
un estudio prospectivo. Ademds, como trabajo futuro se sugiere hacer andlisis de mayores pardmetros
de motilidad y al mismo tiempo hacer andlisis morfolégicos de los espermatozoides.
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