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Resumen

El tiempo de licuefaccién (77) juega un rol importante en la reproduccion, es
un indicador del estado clinico de la actividad prostatica, refleja la funcién
de las glandulas sexuales accesorias, ya que al aumentar el T, la motilidad
disminuye significativamente. El 77 también podria ser utilizado para pruebas
de despistaje de cancer de proéstata, debido a la correlacion entre el valor del
Antigeno prostatico especifico y el T,. Con este estudio se plantea desarrollar nuevos
métodos estandarizados de analisis, que permitan la evaluacion del liquido seminal,
teniendo mayor precisién y exactitud, con miras al aumento y mejora en el proceso
reproductivo de cualquier especie, como es el caso del rebano vacuno nacional. Se
propone el uso del Speckle dindmico (SD) para el anélisis de la calidad de muestras
de semen fresco, con un laser de 660 nm, con una potencia media de (43,50 +
1,11)uW, para cuantificar los cambios de la intensidad mediante una modificacién
del método de las diferencias temporales. El procesamiento de los videos obtenidos
se realiza con una interfaz grafica desarrollada en Matlab, se obtiene una funcién de
tipo exponencial de primer orden con un R? = 0,98. Se plantea un nuevo método
para la determinaciéon cuantitativa del Tp del liquido seminal, definido como el
tiempo que tarda en alcanzar el 98 % de la intensidad I, (asintota), de una muestra
de 0,2595 ml, se obtiene un valor de T, = 15,66 £ 0, 27min, donde se contrasta con
la técnica de la observacién visual, sin utilizar ningin tipo de reactivos.

Palabras Clave: Speckle dinamico, Laser, Analisis de Imadagenes, Tiempo de
Licuefaccién, Semen fresco.
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Abstract

The liquefaction time (L7) has a very important role in reproduction. It is an
indicator of clinical status of prostate activity, it reflects the function of accessory
sex glands, since by increasing the mentioned time L7, and then motility decreases
significantly. The Ly could also be used for prostate cancer screening tests, due
to correlation between the value of Prostate Specific Antigen and the Lp. This
study aims to develop new standardized methods of analysis to permit evaluation
of seminal fluid, with greater precision and accuracy with a view to increasing and
improving the reproductive process of any species, such as the national cattle herd.
The use of Dynamic Speckle (DS) is proposed for the analysis of the quality of fresh
semen samples, with a 660 nm laser, with a mean power of (43,50 + 1,11)uWV, to
quantify the changes in intensity by modifying the time difference methods. The
processing of videos obtained is done with a graphical interface developed at Matlab,
a fist-order exponential type function is obtained with R? = 0,98. A new method
is proposed for quantitative determination of L7 of seminal fluid, defined as the
time it takes to reach 98% of intensity I (asymptote), from a sample of 0,2595 ml,
obtaining a value of Ly = 15,66 4+ 0, 27min, where it contrasted with the visual
observation technique, without using any type of reagents.

Keywords: Dynamic Speckle, Laser, Image analysis, liquefaction time, fresh
semen.

Introducciéon

La reproduccién es un proceso complejo, en el cual las especies dan origen a sus
descendencias, siendo necesario un conocimiento detallado del proceso reproductivo, que
permita manipularlo y predecir su fertilidad [AV&IOS et al., 2018]. La evaluacién del liquido
seminal (LS) se realiza a través de una serie de ensayos de laboratorio estandarizados, mediante
un conjunto de pruebas macroscépicas: tiempo de licuefaccion, color, volumen, viscosidad, PH,
y microscopicas: concentracién, movilidad, vitalidad, aglutinamiento, morfologia, evaluacion
celular, entre otros. La mayoria de las pruebas tiene una variabilidad considerable, debido al
error humano asociado, por lo que es de suma importancia el desarrollo de nuevos métodos
de anédlisis mas eficientes, que permitan la evaluacion de los procesos, con una mayor precision
y exactitud, ya que se puede inferir del andlisis del semen informacién sobre el estado clinico
del individuo [OMS, 2001], siendo de gran importancia en aplicaciones clinicas (reproduccién
humana), produccién pecuaria, investigacion y desarrollo, entre otros.

Uno de los principales interés en aplicaciones en biotecnologia de la reproduccion, es la
caracterizacién del semen utilizado en inseminacién artificial (IA), la cual ha demostrado
ser la herramienta mas exitosa para la mejora genética de los animales de importancia
zootécnica, especialmente en la industria bovina [Hidalgo et al., 2005]. Un sistema ganadero
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eficiente requiere de una alta eficacia reproductiva. En este sentido, una vez cubiertos los
requerimientos nutricionales y sanitarios fundamentales de los reproductores, la [A se convierte
en una herramienta 1til para mejorar la rentabilidad de estos sistemas, ya que facilita y aumenta
la distribucién de genes de alto valor en los programas de mejora genética [Tamayo, 2013]. El
conocimiento de la fertilidad o de la capacidad fecundante de cada toro es uno de los principales
objetivos en la produccion de semen bovino, por lo que el desarrollo de nuevas técnicas de
analisis es fundamental para la ampliacion y mejora del rebano nacional.

La cantidad y la calidad del semen pueden variar por factores como: la edad, la temporada de
reproduccién, la temperatura ambiental, la condicién corporal, el tamano de los testiculos o la
raza. Para conocer la calidad seminal, las muestras deberan de ser obtenidas de forma cuidadosa
y manejada correctamente, ya que en condiciones inadecuadas de manejo las caracteristicas del
semen pueden variar con facilidad [Avalos et al., 2018]. El andlisis convencional tiene limitacién
ya que no se refuerza correctamente la etiologia de los problemas de fertilidad subyacentes, ni
predice el éxito reproductivo. En humanos el 40% de las parejas infértiles es causado por
un factor masculino [Barbarosie, 2020]. Actualmente no existe un analisis ideal que valore
adecuadamente y prediga la fertilidad de una muestra seminal, por lo que se plantea el uso del
Speckle dindmico (SD) para evaluar la calidad espermética, implementando nuevos métodos
de analisis mas eficientes, con el potencial de pronosticar la fertilidad de una especie, por
lo que es necesario la evaluacion de multiples pardmetros que pueden ser medidos a través
de esta técnica. Comenzando con la determinacién del tiempo de licuefaccién (77), definido
como el tiempo que transcurre en el paso de gel del eyaculando (masa semisélida y coagulada)
hasta licuefaccionarse y homogenizarse, en este los espermatozoides se encuentran atrapados
entre las fibras del coagulo mucoso y en letargo, en un medio liquido por la accién de los
activadores del plasminégeno [Azisyan, 2016]. Este liquido estd compuesto por un 10% de
células reproductoras (Espermatozoides) y 90 % del LS proveniente de las glindulas anexas,
prostata y vesicula seminal. Siendo el T, analizado mediante simple observacion visual, ocurre
normalmente en los primeros 15 minutos posteriores a la eyaculaciéon a temperatura ambiente,
siendo una muestra generalmente homogénea, sin grumos ni codgulos. Se considera anormal
cuando no pasa de 60 minutos [OMS, 2001]. No existe un consenso sobre el tiempo normal
de licuefaccién, como un pardametro en el analisis general del semen [Mar “ie, 2016}, por lo que
el desarrollo de nuevas técnicas puede llevar a una estandarizacion de este parametro para la
determinacion de la calidad del LS.

El T}, es dependiente de la actividad de la préstata, reflejando la funcién de las glandulas
sexuales accesorias (vesicula seminal y préstata), la licuefacciéon incompleta suele aparecer
en varones con infecciones en la prostata o con caracteristicas espermaticas anormales
[Avalos et al., 2018]. La principal funcién de la préstata es la produccién de la secrecién
prostatica, responsable de la licuefaccién del semen, que es parte integral en la motilidad de
los espermatozoides para facilitar la fertilizacion, por lo tanto juega un rol importante en la
reproduccién. Los andrégenos son responsables del crecimiento, desarrollo, diferenciacién y
funcién de la préstata en condiciones fisiol6gicas normales [Azisyan, 2016]. Hay evidencias que
confirman la correlacion entre la motilidad del espermatozoide y el T}, , al aumentar el T}, la
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motilidad disminuye significativamente [Shabani et al., 2017].

Hay una correlacion entre el T; prolongado con problemas de motilidad y morfologia,
mostrando una relacién final positiva entre el T, prolongado y el retraso en la concepcién en
meses, predominante en aquellos hombres hipofértiles que no pudieron concebir en mas de 36
meses. El andlisis del semen es la base de las investigaciones de infertilidad masculina, sugiriendo
que hay una relacién entre el T}, y la calidad del semen, incluyendo el conteo de espermatozoides,
la motilidad y el volumen del semen, la disminucién en la actividad prostatica con respecto a la
de las vesiculas seminales parece ser la causa de la licuefaccién lenta [Mar “ie, 2016]. La presencia
de anticuerpos anti espermaticos evidencian una correlaciéon negativa con la concentracién de
espermatozoides y la motilidad, ademas la presencia de anticuerpos anti esperméticos aumenta
el Tp, del semen [Barbarosie, 2020]. Al conocerse con precisién el pardmetro del T}, del semen,
se pueden encontrar parametros de ajustes, que pueden caracterizar el estado reproductivo de
la especie en estudio, permitiendo realizar comparaciones, siendo esta tecnologia aplicable a
cualquier tipo de muestra seminal.

El fundamento basico que describe la técnica de SD, se basa en que una superficie
Opticamente rugosa es iluminada con luz coherente, a partir del principio de Huygens-Fresnel,
el campo 6ptico en un punto de observacion es igual a la suma coherente de las ondas emitidas
por cada centro dispersor (rugosidad de la superficie iluminada), produciendo un patrén de
interferencia, siendo un fenémeno estadistico que tiene lugar siempre que la luz coherente
este sometida a fluctuaciones aleatorias de fases [Marengo, 2008]. Si existen movimientos
de la superficie rugosa o del centro de dispersion, o alteraciones temporales del medio
de transmision o la fuente de luz, el patrén observado comienza a variar con el tiempo,
denomindndose Speckle dindmico [Sendra, 2009]. La éptica aplicada puede proveer una serie
de herramientas, como es el caso de la holografia digital, utilizada para la caracterizaciéon de
la morfologia, motilidad y concentraciéon de semen, siendo un método no invasivo y de alta
resolucion [Di Caprio et al., 2014]. EI SD ha sido empleado en la determinacién de la movilidad
espermatica, en muestras de semen congeladas, encontrando una relacién entre el momento de
inercia y el porcentaje de movilidad de las células espermaéticas, por lo que la metodologia y la
precisién de la medicién son importantes para la evaluacién del semen [Carvalho et al., 2019],
adicionalmente el porcentaje de la movilidad de las células espermaticas y la concentracion de
espermatozoides presentan una correlacion positiva, evidencia de la coherencia entre la actividad
del semen y los valores del momento de inercia [Carvalho et al., 2009].

Hay una gran variedad de aplicaciones que podrian derivar de este estudio, entre esta
se encuentra la posibilidad de tener una correlacion entre el valor del Antigeno prostético
especifico abreviado en ingles PSA (Prostate Specific Antigen) y el T}, , determinado mediante
SD. PSA es el marcador de cdncer mas solicitado por los médicos en el mundo, siendo una
herramienta muy util en el seguimiento de pacientes con céncer de prostata (CP), el nombre
técnico de esta glicoproteina PSA es Calicreina o Kallikrein-3 (KLK3), esta es sintetizada
en las células epiteliales de la préstata [Uribe, 2008], siendo una prueba para determinar la
presencia de Proteasa Serina relacionada con la familia de Kallikrein (KLK), que van desde la
KLK1 a KLK15. Esta familia esta codificada por el genoma humano, de los cuales KLK2 y
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KLK3 se encuentran solo en la préstata y KLK3 se considera como biomarcador (PSA) en el
diagnéstico del CP. El KLK3 es el principal modulador del estado de esperma en términos de
licuefaccion y coagulacion del semen, también se ha demostrado que el polimorfismo genético
KLK3 contribuye al alto riego de infertilidad masculina, como un factor degradante a la
semenogélicina [Aslan y Cetinkaya, 2020]. También KLK3 promueve la metéstasis de CP, el
gen KLK3 es un marcador clinicamente relevante utilizado para la deteccién de CP, usado en
las pruebas de despistaje de CP, este gen esta normalmente involucrado con la licuefaccion del
semen, degradando sustratos que promueven la metéstasis [Fonseka et al., 2015]. Considerando
que el CP es la enfermedad mas potencialmente mortal entre los hombres en todo el mundo,
siendo el 98 % de origen glandular, de tipo heterogéneo y exhibe diversas formas, que van desde
los tumores de crecimiento lento, hasta los de rapido crecimiento, resultando fatales, en anos
se han desarrollado estudios y andlisis que han proporcionado una forma conveniente para el
diagnéstico del CP [Aslan y Cetinkaya, 2020]. En Venezuela desde el ano 1995 al 2011 el cancer
representa la segunda causa de muerte en la poblacién. El CP representa en promedio el 19 %
de las muertes registradas [MPPS, 1995-2014], por lo que es muy importante el desarrollo de
nuevos procedimientos para el diagnéstico de CP, teniendo una potencialidad la aplicacion del
SD en esta area. El objetivo principal este trabajo es aplicar esta técnica analitica (SD), para
el aumento y mejora del rebano nacional, acrecentar la eficiencia de la produccién y la calidad
del ganado vacuno. Verificando la viabilidad de esta misma, mediante un ensayo preliminar en
una muestra de semen humano, para verificar el montaje experimental y técnicas de analisis de
los datos obtenidos.

Materiales y método

El montaje experimental del SD consiste en tres haces colineales, con longitudes de ondas
de 447 nm (azul), 532 nm (verde) y 660 nm (rojo), acoplados a un microscopio éptico (ver
Figura 1), durante el recorrido de los haces de luz se coloca un difusor para crear el patrén de
interferencia inicial, esta atraviesa la muestra (transmisién de haz de luz coherente), captado
por un objetivo y un ocular, con un aumento de 100X, para ser grabado los cambios en el patrén
de interferencia con una cdmara CCD (charge-coupled device), acoplada a un ordenador (PC).
Este montaje tiene la peculiaridad de permitir el uso de varias longitudes de ondas, dependiendo
de las caracteristicas de las muestras a ser estudiadas. Los equipos utilizados estan descritos en
la tabla 1. Los haces pueden ser utilizados independientemente o todos a la vez, permitiendo
una gran versatilidad en los métodos de analisis a ser empleados.
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L1: Laser Rojo 660 nm, partencia variable hasta 1 W
L2: Laser Azul 447 nm, potencia variable hasta 3 W
L3: Laser Verde 532 nm, potencia variable hasta 3W

D1: Divisor de haz
D2: Divisor de haz
M: Microscopio
CCD: Camara

M1: Mesa soporte microscopio

MO: Mesa Optica
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Figura 1: Montaje experimental SD
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Tabla 1: Equipos empleados en el montaje experimental.

Equipo Marca Modelo Observacién
Laser Rojo DPSS L DRIVER MRL-IIT Longitud de onda 660 nm, con potencia variable hasta 1W
Laser Azul PSU-H-LED OEM-SD Longitud de onda 447 nm, con potencia variable hasta 3w
Laser Verde PSU-H-LED MGL-F Longitud de onda 532 nm, con potencia variable hasta 3w
Microscopio Nikon S-Kt Con objetivos de 4,10,40X
Cédmara CCD Thorlab D1024G13C
Mesa optica Thorlab 590250-364831 —
Balanza analitica Ohaus AR2140 —

La intensidad (7, j,t) que alcanza la camara CCD de (i,7) pixeles en un tiempo t, y la
intensidad [(4,7,t + 7) en un tiempo ¢ + 7 posterior, es utilizado para evaluar los cambios
temporales de la intensidad, a través del valor medio del pixel D(7), denominado método de
las diferencias temporales, se calcula mediante la expresién [Pamarico y DiRocco, 2004]:

N
1 o .
D<T):N§ :|I(Z,],t)—](l,j,t—f-7)|
%]

(1)

Debido a que se necesita evaluar los cambios de la intensidad en una ventana de un tiempo
determinado. Se realiza una modificaciéon del método de las diferencias temporales, para obtener
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una correlaciéon temporal (ver Figura 2), definiendo a N como el nimero de fotogramas donde
se evaluaran la diferencia de la intensidad, trasladando este intervalo de manera periddica (m)
a lo largo de todo el video a ser procesado, para cada valor de m/N, m puede tener los valores
comprendido de 1 hasta Ni/N, donde Ni es el niimero total de fotogramas, obteniéndose un
valor medio del pixel D(7) para N imdagenes, para cada valor de m, en un tiempo intervalo
de tiempo constante, hasta completar todos los fotogramas del video adquirido. Para el caso
particular de ese trabajo se consider6 para el procesamiento N = 10 fotogramas, obteniéndose
la diferencia temporal en 500 puntos, separados en intervalos de 2 segundos, respectivamente.

Imagen RGB

N (N+1) (N+2) Ni/N

Imagen Escala de
gris

Ni/N
2| 123 | [I(N-1)-I(N) | N if
Diferencias Diferegcias
Suma de las Suma de las Suma de las — Grafico de D.(‘r) en
difergncias, diferencias, D e, diferencias, funcion del tiempo
Intensidad I(1) Intensidad I(2) Intensidad I(2)
ParaN, m=1, T1 ParaN, m=2, T2 Para N, m, T(Ni/N)

Figura 2: Método de las diferencias temporales modificado

Realizando el procesado de los videos de manera automatica, a través de un cédigo escrito en
Matlab, disenando una interfaz grafica propia. Teniendo como parametros de entrada el formato
del video, el fotograma inicial para los cédlculos de las diferencias temporales, el intervalo de
fotogramas (N) a ser analizados, el tiempo transcurrido desde el inicio de la grabacién del video
y la toma de la muestra, finalmente el procesamiento de las iméagenes en escala de grises o por
canal independiente (colores RGB), mostrando los resultados en tiempo real, para la pronta
verificacién de la variacién de la intensidad en funcién del tiempo (ver Figura 3). Desarrollado
especialmente para las necesidades de este estudio. Es de destacar que el formato de video
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depende de la camara utilizada, por lo que el programa se disena para la gran variedad de
formatos soportados por Matlab, también permite variar el valor de N, repitiendo de manera
automatica este intervalo de tiempo, hasta procesar todos los fotogramas del video.
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Figura 3: Interfaz grafica en Matlab para el andlisis por el método de las diferencias temporales
modificado

Para el presente estudio se utilizé a un voluntario de 41 anos de edad, con 5 dias sin
actividad sexual, realizandose la recoleccién segin las recomendaciones de la OMS, una vez
colectada la muestra se toma la hora de la eyaculacién, denominado tiempo de eyaculacién
(Tg). La adquisicién de los datos de la muestra debe realizarse lo mas pronto posible para
poder percibir los cambios propios en el LS, tomando la hora del inicio de la grabacion del
video, tiempo video (7Ty), para conocer el intervalo de tiempo entre la toma de la muestra
(Tg) vy el inicio de la adquisicién de los datos (Ty), tiempo necesario para ajustar el eje de
referencia temporal en el procesamiento de las imagenes, siendo T el tiempo cero en el sistema
de coordenadas.

Luego se determina el peso de la muestra con una balanza digital. Obteniéndose dicha
muestra, lo mas homogénea posible, con un volumen aproximado de 0,25ml, se coloca en una
placa de cultivo de 24 pozos de fondo plano, con un diametro de 15,5mm, con una altura
del pozo de 17,3mm, la altura de la muestra en el pozo es de 1,375 mm (ver Figura 1). Se
hace incidir el haz de luz de 660nm (laser rojo) sobre la muestra, con una potencia media
de (43,50 + 1, 11)uWW medida, para un rango de longitud de onda de 200 — 1100nm, con un
equipo marca ThorLab, modelo PM100A acoplado a un sensor S120VC para un rango de 50
nW a 50 mW con una apertura de 9,5 mm. Paralelo al proceso de adquisicion del video, se
realizan las pruebas basicas, para determinar los parametros macroscopicas iniciales sugeridas
por las OMS, evaluando de manera visual el T}, aspecto y presencia de gel. Para la medicién
de pH distribuyendo una gota de semen sobre el papel de pH (con un rango de 6,1 hasta 10),
la viscosidad se evaliia mediante la caida de una gota observando la longitud del filamento
formado. Todas las mediciones se realizan a temperatura ambiente (entre 25 — 28 o ().
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Resultados

La muestra posee un volumen total de la muestra de 5,6549ml, con un pH de 7,4; con un
aspecto homogéneo de color gris-opalescente, posterior a la licuefaccién, con una viscosidad
normal (filamento menor a 2 cm), con escasa presencia de gel, utilizindose una muestra de
0,2595ml. Encontrandose dentro de los parametros normales. Se obtiene un video de 5000
fotogramas (Ni), con una duracién de 16,66 min, a una tasa de 5 Fotogramas por segundo,
con una resolucién de 10242768 pixeles de 4, 67um, empleando un tiempo de exposicion de 120
ms, en formato Audio/Video Interleaved (avi), posterior al procesamiento del video adquirido
se obtiene una curva de 500 puntos, calculando la intensidad de acuerdo con la ecuacién
1. Se evidencian los cambios ocurridos en el LS, mediante la variacién en la intensidad del
patrén de interferencia (ver Figura 4), realizéndole un ajuste de una funcién tipo exponencial
de primer orden (ecuacién 2), obteniéndose un R2=0,98, los parametros de ajuste siguientes:
A = —16,45,1y = 44,20 + 0,05U.A, 0 = 3,040, 05min,t0 = 6,47min. Siendo los parametros
de mayor relevancia para la caracterizaciéon de la curva los valores de Iy y o, representando
geométricamente Iy la asintota de la funcion ajustada, indicando el valor de la intensidad
cuando es superado el T}, y o representa la suavidad de la curva.

(t —to)

I=Ae—(

)+ 1o (2)

El tipo de funcion tipo exponencial es consistente a los cambios asociados a la variacion de
color que experimente el LS, pasando de un color blanco a un fluido semitransparente una vez
completado el proceso de licuefaccion, siendo consistente con la Ley de Lambert-Beer en donde
los cambios en la intensidad son una funcién tipo exponencial, siendo claramente detectado en
el analisis por SD. En la Figura 4, se puede observar claramente que el cambio en la intensidad
llega a una asintota, comportandose como un valor constante en el tiempo, para la determinaciéon
con precision del tiempo de licuefaccion (17) se define como el tiempo que tarda la intensidad
I en alcanzar el 98 % de I, expresada en la siguiente ecuacion:

T — 1y — ULN(W) 3)

Donde T}, es tiempo de licuefaccion, 1(0,98) es el 98 % del valor de la Intensidad [y (valor
méximo de la funcién), o coeficiente de suavidad de la curva, ¢; el tiempo transcurrido desde la
eyaculacién hasta el inicio de la toma de datos y A la amplitud. Obteniéndose como resultado
que el T'Ldel5,66 + 0,27min, con un coeficiente de variaciéon de 1,75 %, mostrando una muy
buena precisién. El valor obtenido es menor que el valor derivado de 17 min por observacién
visual. A diferencia del método por observacién visual, el método propuesto se puede obtener
un valor con una alta precisién, lo cual puede permitir la caracterizacién y diferenciacién de
individuos.
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Figura 4: Variacion de la intensidad en funcion del tiempo

Otro punto de interés es la diferencia entre el tiempo transcurrido entre la eyaculacién (1)
y la toma de los datos (Ty) de 6,32 £ 0,03min, se obtiene a través del ajuste de la funcién
exponencial expresada en la Ecuacién 2, con un valor de t;, de 6,47 min, representando un
porcentaje de diferencia de 2,37 % y una diferencia de 9 segundos. Esta diferencia en los tiempo
medidos de la eyaculacién y el ajustado por la curva se deben a error experimental asociado a
la medicion y también al proceso fisiologico de expulsion del LS, que se realiza en dos etapas, la
primera es el climax del coito, los musculos en el epididimo, las vesiculas seminales, la glandula
prostatica y el conducto deferente se contraen, forzando la secrecion de las glandulas hacia
el conducto deferente y mover los espermatozoides desde el epididimo, la segunda etapa de la
eyaculacion, el esfinter en la base del pene se relaja admitiendo al semen dentro del pene, donde
una serie de contracciones musculares alrededor de la base y a lo largo de la uretra expelen
el semen afuera del cuerpo. Esta técnica puede representar un método para la estimacién del
tiempo transcurrido en las dos etapas de la eyaculacion, definido como el tiempo de contraccion
(T) del pene, expresado como:

T.=(Tg—Tv) —to (4)
El To (ecuacién 4) puede ser otro parametro a ser utilizado para la caracterizacién y
diferenciacion del semen de diferentes especies e individuos. Este nuevo método por SD
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para la caracterizacién del LS, permitirda evaluar pardmetros no contemplados en las pruebas
convencionales, permitiendo realizar comparaciones, ademas el andlisis no depende de la pericia
del observador, una vez estandarizada la técnica de andlisis, los parametros de interés son
obtenidos mediantes ajustes de funciones, permitiendo aumentar la precisiéon y exactitud de
los resultados, con miras al desarrollo del Espermiograma Laser, una vez caracterizada los
parametros concentracion, motilidad y morfologia, a través del SD.

Conclusiones

A diferencia de la observacion visual, el método propuesto es una propuesta novedosa
y eficiente, que no depende de la pericia del operador, disminuyendo significativamente
el error humano en el procedo de medicién, con un amplio potencial en el campo de la
salud. Al obtener de manera cuantitativa el tiempo de licuefaccién (77) del liquido seminal,
permite evaluar la actividad de la glandula prostatica, reflejando la funcion de las glandulas
sexuales accesorias, estado directamente relacionado con la motilidad y morfologia de los
espermatozoides, parametros de importancia en el proceso de fertilizacién, jugando un rol
importate en la reproduccién de cualquier especie. Se puede evaluar el PSA con esta técnica,
debido al correlacione en el PSA y el TL, teniendo la potencialidad de ser utilizado en las pruebas
de despistaje de CP, ya que KLK3 se encuentran solo en la préstata y siendo considerado como
un biomarcador (PSA) en el diagndstico del CP.

El cambio experimentando por la intensidad del patréon de interferencia en el tiempo,
mediante el uso de un montaje experimental de diseno propio, con equipos de alta tecnologia
(laseres de estado sélido, cdmara CCD cientifica) y en condiciones de laboratorio, acoplados
a un microscopio para mejorar la deteccion de los cambio en la intensidad, permite obtener
cuantitativamente el 17, logrando el objetivo principal de este trabajo. Se obtiene un excelente
ajuste, a pesar de realizar un solo experimento, siendo de tipo exponencial de primer orden con
un R? de 0,98, sin el uso de ningtin tipo de reactivos para su evaluacién. Definido el T}, como
el tiempo trascurrido en alcanzar el 98 % del valor de la intensidad Iy, obteniendo un valor de
15,66 + 0, 27min, definido a través de la Ecuacién 3, al conocerse con precision el parametro
del T, del semen y los parametros de ajustes, pueden ser comparados con la finalidad de
encontrar diferencias en las caracteristicas del LS de diferentes especies, mediante una seria de
calculos complejos realizado de manera automatica a través de una interfaz grafica desarrollada
en Matlab, procesando los datos en un corto periodo de tiempo, siendo més eficiente, ya que
permite la variacién de los pardmetros N y el andlisis de un gran nimero de fotogramas, es
decir videos de larga duracion, empleando el método de las diferencias temporales modificado
propuesto en este trabajo. Este método puede ser empleado para cualquier tipo de muestra se
semen y puede ser un utilizado para el diagnostico de la fertilidad o infertilidad de un individuo.
Otro parametro adicional definido es el tiempo de contraccién (TC) del pene, definido en la
ecuacion 4, definiendo un método para la estimacion del tiempo transcurrido en las dos etapas
de la eyaculacion, siendo esto un proceso fisiologico, obteniéndose un valor de 9 segundos,
definido a través de la Ecuacién 4, este puede ser un parametro caracteristico de la especie o
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individuo. Este es el inicio del proceso de caracterizacion del LS, la idea es la evaluacién de la
motilidad, concentracién, tiempo de licuefaccién y morfologia, utilizando el SD, con miras al
desarrollo del Espermiograma Laser.

Finalmente uno de los objetivos futuros de esta investigacion, es facilitar estas herramientas
tecnolodgicas y hacerlas accesibles a los productores nacionales especialmente o a laboratorios
clinicos, debido a las bondades de la técnica, a pesar de que este montaje experimental
presentado en este trabajo es de alta complejidad, puede ser simplificado, como lo ha
sido ampliamente demostrado en los trabajos de [Grassi, 2012, Munoz, 2015, Lobo, 2011,
Contreras, 2018], entre otros, desarrollado en la Facultad de Farmacia y Bioandlisis, de la
Universidad de Los Andes, mostrando la factibilidad del uso de un puntero laser como fuente
de luz y una camara web para la adquisicion de los videos, presentando la posibilidad de realizar
instrumentacion cientifica de bajo coste, abriendo la posibilidad de uso masivo de esta técnica.
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