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Resumen

La difusién de particulas es un area de estudio importante dentro de la fisica. Se emplea para analizar movimientos
aleatorios en la naturaleza como las particulas de un gas o el trayecto de una polilla. Entre las medidas que mas se
utilizan en este campo esta el desplazamiento cuadratico medio (MSD, por sus siglas en inglés). En este trabajo, se
utilizé dicho concepto de la fisica para estudiar el efecto del etanol sobre Artemia salina, un género de crustaceo
ampliamente usado en bioensayos. El objetivo fue analizar los cambios en el MSD de individuos sometidos a tres
concentraciones de etanol (0.5%, 1.0%y 1.5%). Se realizaron tomas de videos y a través de un programa de seguimiento
de particulas desarrollado en MATLAB, se analizaron dichos videos de la trayectoria recorrida mediante la obtencion
de gréaficas de MSD - tiempo, las cuales presentaron mejores resultados en los videos correspondientes al 0.5% de etanol,
mostrando signos de aletargamiento. Para esto, se tomaron en cuenta las pendientes de cada grafica. Ademas, se analizd
y se comprob6 qué tan efectivo es usar el parametro, la especie y el software para futuras investigaciones sobre los
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efectos del etanol en los organismos.

Palabras clave: desplazamiento cuadratico medio, pendiente, fisica, biologia, organismo.

“Autor Corresponsal: 192641 @iberopuebla.mx
Introduccion

La técnica de seguimiento de particulas individuales es una

herramienta popular en el campo de la fisica debido a su
potencial para proporcionar informacién detallada sobre el
comportamiento de moléculas individuales en diversos
contextos, y por lo tanto puede ser usada en ensayos in vitro,
células vivas o0 animales [1]. A pesar de que la precisién del
seguimiento de particulas individuales ha sido ampliamente
discutida de manera positiva en la literatura con el fin de
llevar a cabo un andlisis cuantitativo de los organismos, es
imperativo adquirir un conocimiento detallado de las rutas
seguidas por cada una de las particulas. La tarea de registrar
manualmente las coordenadas de cada particula en cada
momento se torna practicamente inabordable cuando se
trabaja con altas densidades y extensos intervalos de tiempo
[2], por lo que adn persiste un area de investigacion activa
que se centra en qué informacion se puede extraer de estos
datos y con qué precision. Esto implica investigar los
posibles desafios, limitaciones y fuentes de error que podrian
afectar la precision de estas técnicas.
Existen numerosas herramientas disponibles para la
obtencion automatizada de trayectorias, entre las cuales se
incluyen programas conocidos como Amira, ImageJ. No
obstante, la eficacia de estos programas no siempre es
Optima. En muchas ocasiones, las trayectorias reconstruidas
resultan demasiado cortas, con duraciones tipicas de 3 a 6
segundos, y el nimero de muestras de tal duracion es
limitado, a menudo oscilando entre 100 y 200. La
automatizacion del proceso de seguimiento de particulas
para gestionar grandes volimenes de datos resulta
fundamental para obtener una informacion estadistica de
mayor calidad [2].

Expo Ibero Otofio 2023

Una de las técnicas utilizadas en el analisis de particulas, una
vez realizado su seguimiento, es el desplazamiento
cuadratico medio (MSD), definido como se muestra en la Ec.

D:
1 n
MSD(t) =~ E |7 (te + t,) — T(t)* (1)

i=1

donde to es un tiempo inicial y tx un tiempo posterior. Esta es
una de las técnicas mas simples para el estudio de la difusion
browniana en un medio isotrépico, como el analisis de
particulas de polvo en el aire [3].

En términos generales, el desplazamiento cuadratico medio
muestra un comportamiento cuadratico en intervalos de
tiempo cortos y un comportamiento lineal en intervalos de
tiempo maés prolongados. A medida que pasa mas tiempo, la
distancia cuadratica promedio entre los momentos
correlacionados aumenta, lo que indica la movilidad
promedio de las particulas [4].

Este tipo de informacion (MSD) se ha aplicado a sistemas
como coloides, polimeros y fluidos complejos, analizando la
dinamica de particulas suspendidas en estos medios; sin
embargo, ain no ha sido empleada para el estudio de
trayectorias descritas por ciertos organismos (que pueden ser
considerados como particulas), lo cual abre una nueva linea
de investigacion dentro de la biofisica, donde se utilizan
métodos de la fisica para estudiar organismos vivos y
sistemas bioldgicos.

En cuanto a la parte bioldgica, una manera de evaluar los
efectos de ciertas sustancias sobre los organismos es a través
de bioensayos de toxicidad, donde se utilizan, con mayor
frecuencia, peces, invertebrados, plantas, algas y bacterias,
siendo de interés para esta investigacion el grupo de los
invertebrados, entre los cuales se encuentran Daphnia
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magna, Brachionus calyciflorus, B. plicatilis y Artemia
salina [3]. De estas opciones se ha elegido Artemia salina
como organismo modelo para realizar un bioensayo con
etanol.

A. salina (Fig.1) es un crustaceo filtrador que habita en
ambientes salobres. Su tamafio es inferior a 20 mm, posee un
tiempo de vida corto, de entre cuatro y seis meses, y una
capacidad de reproduccion durante todo el afio [6].

Su cultivo a partir de quistes desecados y su alta sensibilidad
a las sustancias del medio que lo rodea, hace que sea un
organismo ideal para bioensayos. Por ejemplo, se ha
utilizado para el desarrollo de medicamentos relacionados
con la terapia fotodinamica [7] y en pruebas de letalidad para
examinar las propiedades farmacéuticas de productos
naturales [8].

Fig. 1. Imagen microscopica de Artemia salina [5].

Las caracteristicas anteriores permiten que este organismo
sea utilizado para ensayos biol6gicos, asi mismo, lo vuelven
un candidato éptimo para los fines de este proyecto, los
cuales se centran en explorar los efectos del etanol sobre
organismos Vvivos.

El etanol es una sustancia ampliamente consumida que
provoca una alteracion del equilibrio excitatorio e inhibitorio
en el sistema nervioso central. A corto plazo produce un
estado de sedacion y disminucion de la ansiedad, es decir, un
efecto aletargante, sin embargo, a largo plazo se puede
generar tolerancia, produciendo la necesidad de consumir
mas para alcanzar los mismos efectos [9]. Debido a esto, es
de interés indagar si tales efectos del etanol son similares en
otro tipo de organismos, en este caso en los invertebrados.
En un estudio sobre la toxicidad del etanol en larvas de pez
cebra se observaron efectos subletales disminuyendo su
actividad locomotora al ser expuestos a una concentracion
del 1% [10], demostrando la similitud con su efecto sobre los
mamiferos.

Por otro lado, debido a que en los bioensayos algunas veces
puede resultar dificil decidir si los individuos estan vivos, en
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estado terminal o muertos, asi como contar el total de
animales diminutos que se mueven a gran velocidad, se han
propuesto diversos métodos para facilitar y automatizar el
conteo y la evaluacion de los sujetos de prueba. Esto ha
permitido reducir los tiempos y los errores humanos [11].
Con lo anterior, se propone una alternativa para cuantificar
la respuesta del organismo a través del desplazamiento
cuadratico medio, el cual se puede adaptar para estudiar el
nado de A. salina de forma que se consideren los cambios de
direccion y velocidad en su recorrido. Esto permite una
evaluacidn precisa de pardmetros como la velocidad de nado,
el camino recorrido y el comportamiento subletal de los
organismos, lo que amplia la comprension de los efectos de
las sustancias quimicas en lugar de limitarse a la letalidad.
Por lo tanto, este proyecto tiene como objetivo analizar los
cambios en el MSD de A. salina expuesta a distintas
concentraciones de etanol a través de un programa capaz de
graficar su recorrido a mediante el analisis de videos.

Metodologia

Cultivo de A. salina

Se realizo el cultivo inicial de Artemia salina a partir de la
eclosion de quistes. Para ello, se usé una pecera de vidrio de
25 cm x 25 cm x 10 cm en la cual se vertieron 3L de agua
destilada con sal de mar en una proporcion de 35 g/L, se
afiadieron 2 g de quistes de Artemia marca Eclosionazul y se
proporciond una oxigenacion constante mediante una bomba
de aire modelo Elite 799 con potencia de 2 W.
El cultivo se mantuvo con un pH de 7.8 y una temperatura
de entre 18 y 21°C.
Dos dias después de afiadir los quistes, los primeros nauplios
(larvas) eclosionaron. Posteriormente, se suministraron 0.5 ¢
de levadura (Saccharomyces cerevisiae) cada tres dias como
alimento y se cambi6 el agua cada semana para eliminar los
restos de quistes y otros desechos.

Bioensayo de etanol

Se prepararon tres peceras de 1L de agua salada con
diferentes concentraciones de etanol: 0.5%, 1.0% y 1.5%
(v/v). En cada una se colocaron 25 individuos de entre 5y 7
dias de edad provenientes del cultivo inicial, el cual se tomé
como control.
Se dejé interactuar con el medio a la poblacién de cada
pecera durante 24 hrs para analizar los cambios en su
comportamiento de nado transcurrido dicho tiempo.

Toma de videos

En una caja Petri desechable se colocd una gota de agua
con un nauplio elegido aleatoriamente de su respectivo grupo
y se situd sobre la platina del microscopio LABOMED
Luxeo 2 con aumento 1x.
Los videos se tomaron con un Iphone 13 (con resolucién de
1080 p a 30 fps), el cual se mantuvo fijo con un soporte para
celular con altura e inclinacion ajustables, de manera que
enfocara el ocular del microscopio.
Se eligieron cinco individuos de cada concentracion (0.5%,
1.0% y 1.5% de etanol) y cinco del grupo de control para
obtener un total de 20 videos. Se grabd la trayectoria
recorrida por cada individuo durante 2 min.
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Procesamiento de los videos con el software

Para el andlisis de imagenes se establecié que la particula
contrastara con el entorno, es decir, se configuro el sistema
experimental de tal forma que el fondo fuera siempre blanco,
y el sujeto de estudio lo mas oscuro posible. Se hizo un ajuste
de imagen para hacer que el contraste fuera mas marcado,
resaltando su posicion especifica. Para el reconocimiento de
la particula, se realiz6 un corte de la imagen para que en el
proceso de binarizacion no interviniera el area circundante y
ocultara mas la particula en cuestién. Aprovechando las
funciones de MATLAB [12], para operaciones morfoldgicas
en pixeles completamente blancos, se realizaron dilataciones
y erosiones de estas zonas a fin de eliminar la mayor cantidad
de fuentes de ruido debidas a la iluminacion y el reenfocado
automatico de la camara de captacion.
Para ajustar la imagen se hizo un ajuste en escala de grises y
un factor de iluminacién gamma de 0.7, esto con el objetivo
de contrastar la imagen entre los valores mas cercanos al
histograma de distribucién de grises. Con este primer paso,
en la siguiente etapa se realiz6 una binarizacién tomando
como umbral el promedio de la distribucion general de la
imagen analizada para luego invertirla e identificar como
zonas blancas tanto a la particula como a la base que sostiene
a la zona de desplazamiento. Para minimizar los posibles
errores en la identificacion del objeto de estudio, la imagen
pasd por dos procesos, uno de dilatacion, para eliminar
posibles zonas internas y luego de erosién para delimitar
tanto el &rea de medida como la particula. Finalmente, con
las librerias de bwconncomp y regionsprops se identificaron
cada una de las regiones de interés, tanto el area como los
centroides, eliminando aquellas correspondientes a areas
menores a 50 pixeles. Todo este proceso se automatizé para
la secuencia de imagenes derivadas del video capturado.
Una vez que la particula fue identificada, se calculé el MSD
con laayuda de la Ec. (1) de forma simplificada (conn = 1)
como:

MSD(ty) = |7, (t, + to) — 1i(tx)l  (2)

Entonces, para su analisis y programacion en tiempo k-ésimo
se obtuvo la relacion Ec. (3):

MSD(t,) = MSD (t,_,)
+ VO =)+ O —7e-)? 3)

De donde se define MSD(t,) = 0 como punto de inicio del
andlisis. Finalmente, se compararon las pendientes de los
desplazamientos para encontrar las particularidades de cada
una de las concentraciones.

Resultados y Discusion

Cultivo de A. salina y bioensayo de etanol

Los quistes de A. salina eclosionaron dos dias después de
colocarlos en las peceras con las condiciones especificadas
en la metodologia y de esa manera se obtuvo una poblacion
de nauplios. Transcurridos cinco dias, estos fueron usados
para los bioensayos con el etanol.
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Procesamiento de los videos con el software

La Fig. 2, muestra una toma de un video de ejemplo que se
realiz6. En esta imagen, queda claro el objetivo para la
determinacion de la posicion x e y del sujeto de estudio. En
un primer paso se requiere que la imagen sea recortada para
que la zona de andlisis quede lo mas centrada posible; la Fig.
3 muestra el resultado del resalte del contraste.
Esta misma Fig. 3 muestra la necesidad de realizar un
tratamiento adicional, ya que se obtienen dos caracteristicas:
ruido en la parte superior derecha debido a
inhomogeneidades en la iluminacion, y también en la parte
inferior un punto que corresponde a una suciedad no deseada
en la imagen. El resultado de este Ultimo proceso se puede
observar en la Fig. 4.
Esta Fig. 4 muestra, como tras el proceso de binarizado,
dilatacién y erosion de zonas blancas el ruido que aparecia
en la parte superior derecha queda homogeneizado y en el
caso de la suciedad que aparecia en la zona inferior, forma
parte de la zona circundante blanca.

Fig. 2. Ejemplo de captura para el estudio del desplazamiento del
sujeto de estudio. El circulo muestra el objetivo de identificacion
del software. La imagen corresponde a una concentracion de 0.0%
de etanol.

Se puede advertir que el proceso no es perfecto, ya que en
caso de que el sujeto se acerque a la zona de ruido, el
algoritmo no sera capaz de detectarlo. Para poder conocer
esto, se realiz6 el mapeo de las posiciones x e y, de lo cual se
muestra como ejemplo la Fig. 5.
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Fig. 3. Imagen de anélisis después del proceso de ajuste y de
contraste. En esta imagen es posible identificar al sujeto de estudio,
sin embargo, se tiene ruido en la parte superior derecha debido a la
iluminacion.

Fig. 4. Proceso de identificacion del sujeto de estudio. El circulo
encierra el area que le representa. En el caso de la suciedad, con el
proceso se logré que formara parte del area circundante y por
discriminacion no formara parte del conteo de posiciones.
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Concentracion de Etanol: 0.5
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Fig. 5. Ejemplo del proceso de identificacion del sujeto de
estudio para la concentracién al 0.5%.

La Fig. 5 muestra el ejemplo del resultado del proceso de
identificacion del sujeto de estudio y su seguimiento. Como
se puede ver de esta misma figura, no todos los videos
resultan dtiles, ya que en el caso de los videos 4 y 5, los
errores de origen de las tomas, no los hacen convenientes
para el estudio del MSD. Asi, para la concentracién al 0.0%
(control) solo dos videos fueron Utiles, para 0.5% tres videos,
1.0% dos videos y 1.5% un video.

En las Fig. 6 a Fig. 9 se muestran los resultados del MSD
para las concentraciones antes mencionadas.
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Fig. 6. Resultados del MSD para la concentracién de 0.0%
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Fig. 7. Resultados del MSD para la concentracion de 0.5%
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Fig. 8. Resultados del MSD para la concentracién de 1.0%
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Fig. 9. Resultados del MSD para la concentracion de 1.5%

Al realizar el andlisis de las graficas se puede observar en la
Fig. 6 como los individuos del grupo de control presentaron
un desplazamiento promedio similar entre los videos 1y 4,
presentando periodos de reposo y excitacion con resultados
similares, teniendo un desplazamiento general de entre 9.5 x
10% y 9.6 x 10* pixeles tras 800 frames de video.

Las graficas mas representativas de la hipotesis (efecto
aletargante) se encuentran en la poblacion con una
concentracion de 0.5% de etanol (Fig. 7), en la cual se
presentd una pendiente menos pronunciada dentro de las
graficas, manteniéndose esta méas constante en el video 1,
pero teniendo resultados similares en los videos 2 y 3 bajo la
misma concentracion, aunque presentando cambios en sus
picos de desplazamiento mas bruscos.

Se presentaron comportamientos mas atipicos en la
concentracion al 1% de etanol (Fig. 8), teniendo un sujeto
(video 2) valles mas prolongados, aunque no tan definidos,
y algunos picos con mayor intensidad; mientras que en el
video 4 se presentan algunos valles mas pronunciados, pero
con menor duracion y frecuencia, resultando en un
desplazamiento promedio mayor que el del video 2. Debido
a la contradiccion en estos datos y la ausencia de otros
sujetos para realizar la comparacion, se considera que no son
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