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Resumen

INTRODUCCION

La comprensidn de la variabilidad en los valores de la cinética de los espermatozoides, por medio de diferentes profundidades de
cdmaras, demuestra la importancia de crear un estdndar para los métodos de control de calidad en la industria de la inseminacién
artificial (IA).

OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los pardmetros de cinética de los espermatozoides con base en diferentes profundidades
de cdmara de visualizacién mediante un sistema comercial de andlisis de esperma asistidos por computadora, CASA-Mot.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron veinte dosis seminales de diez verracos pietrain. El periodo experimental fue de febrero a julio del ano 2017. Se utilizé
el sistema integrado de analisis de semen (ISASv1) con una frecuencia de captura de 50 Hz. Se utilizaron cimaras de recuento

ISAS*D4C16 ¢ ISAS'D4C20 con una altura de 16 y 20 um, respectivamente y precalentadas a 37 °C.

RESULTADOS

Se encontraron valores superiores (p<0,05) para todos los pardmetros cinéticos cuando la altura de la cdmara de recuento fue de
20 pm. El efecto de zona dentro de la cimara de recuento se mantuvo constante entre las dos alturas, y las variaciones observadas en
los pardmetros cinéticos se debieron a un efecto aleatorio del verraco. Al analizar el efecto de zona dentro de la cdmara de recuento,
los primeros tres campos de andlisis mostraron mayor velocidad curvilinea y rectilinea (p<0,05) que los siguientes campos, lo que
se atribuye a la presencia de movimiento pasivo (drifting).
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CONCLUSION

La mayor amplitud y capacidad de volumen dentro de la cdmara de recuento (20 pm versus 16 um), podria favorecer el
desplazamiento sin restricciones de las células, lo que explicaria el incremento en los valores cinéticos conforme aument? la altura
de la cdmara. Deben continuarse los estudios sobre las condiciones técnicas del andlisis seminal para estandarizar los métodos de
valoracién con los sistemas CASA.

PALABRAS CLAVE: semen, verraco, espermatozoide, reproduccion.

Abstract

INTRODUCTION

Understanding the variability in sperm kinetic values through different chambers depths, shows the importance to create a
standard for quality control methods in the artificial insemination (AI) industry.

OBJECTIVE

The work aimed was to evaluate the spermatozoa kinetic parameters based on different depths of the visualization chamber by
means of a commercial system of computer-assisted sperm analysis, CASA-Mot.

MATERIALS AND METHODS

Twenty seminal doses of ten pietrain boars were used. The experimental period was from February to July 2017. The Integrated
Semen Analyses System (ISAS®v1) with 50 Hz capture frequency was used. ISAS"D4C16 and ISAS'D4C20 counting chambers
with a height of 16 and 20 um respectively and pre-heated to 37 °C were employed.

RESULTS

Higher values (p<0.05) were found for all kinetic parameters when the height of the counting chamber was 20 pm. The zone
effects within the counting chamber were constant between the two heights, and the variations observed in the kinetic parameters
were due to a random effect of the boar. When analyzing the zone effect within the counting chamber, the first three fields of
analysis showed higher curvilinear and rectilinear velocity (p<0.05) than the following fields, which is attributed to the presence
of passive movement (drifting).

CONCLUSION

The greater amplitude and volume capacity within the counting chamber (20 pm versus 16 um), could promote the unrestricted
movement of the cells, which would explain the increase in the kinetic values as the chamber height increased. Studies on the
technical conditions of seminal analysis should be continued in order to standardize valuation methods with CASA systems.

KEYWORDS: semen, boar, spermatozoa, reproduction.

INTRODUCCION

Desde que se iniciaron los estudios sobre calidad seminal, se ha puesto de manifiesto que en la evaluacién del
semen la movilidad y cinética espermatica son los dos factores mas importantes. La utilizacién de sistemas
computarizados de andlisis de semen (Computer Assisted Semen Analysis, CASA) implica un avance en
la estandarizacién de dichas valoraciones, pero requieren de la validacién de protocolos adecuados que
optimicen sus resultados ( World Health Organization, 2010).
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Aunque se ha demostrado que los sistemas CASA son mds precisos que los métodos tradicionales ( Krause,
1995; Brockhuijse et al., 2011), pueden producirse variaciones en los resultados que induzcan al error, incluso
cuando se utiliza la determinacidon computarizada de la movilidad espermdtica ( Amann y Waberski, 2014;
Simonik et al., 2015). Los resultados pueden verse influenciados por una serie de fuentes de variacidn, como
la configuracién del software, el numero de imagenes capturadas, el nimero de campos analizados, la dilucién
de la muestra, la temperatura de la muestra y el tiempo transcurrido desde la eyaculacién hasta el examen (
Brockhuijse etal., 2011). Otros factores como la estandarizacién de los equipos utilizados, pueden influenciar
los resultados ( Verstegen et al., 2002), junto a la aptitud del técnico ( Ehlers et al., 2011), el tipo de software
( Tejerina et al., 2008) y el tipo de cdmara utilizada para el andlisis ( Kraemer et al., 1998; Tomlinson et al.,
2001; Lenz et al., 2011; Hoogewijs et al., 2012; Gloria et al., 2013).

La determinacion precisa de las variables cinematicas de los espermatozoides resulta fundamental para la
correcta valoracién de la calidad seminal. Las determinaciones realizadas con el uso de cdmaras de recuento,
pueden estimarse con la utilizacidn de sistemas CASA ( Bompart et al,, 2018). Sin embargo, los sistemas
CASA-Mot no siguen un patrén estindar comun y los informes de movilidad generados con un sistema
comercial pueden no ser directamente comparables con los obtenidos usando otros sistemas ( Gill et al.,
1988; Jasko et al., 1990; Olds-Clarke et al., 1990; Hoogewijs et al., 2012). Los efectos de los ajustes en la
configuracién ( Smith y England, 2001; Rijsselacre et al., 2003), como el niumero de imagenes por segundo
(frame rate), el nimero de imagenes analizadas y la cdmara de recuento, son algunos de los factores que
afectan los resultados finales. La literatura que informa del analisis de semen, describe una amplia variedad
de metodologias tanto en términos de entornos CASA-Mot ( Loomis y Graham, 2008; Waite et al., 2008;
Ortega-Ferrusola et al., 2009), asi como en el uso de diferentes cdmaras de recuento en combinacién con
sistemas CASA ( Ortega-Ferrusola et al., 2009). Los sistemas CASA-Mot requieren la utilizacién de cdmaras
de recuento especificas y es necesario comprender las propiedades asociadas con cada tipo de cdmara (
Lannou et al., 1992; Massdnyi et al., 2008; Hoogewijs et al., 2012). En todo caso, la literatura cientifica no
ha desarrollado oportunamente la valoracién de los diferentes tipos y alturas de cdmara disponibles en el
mercado. Ademads, se debe considerar que independientemente del método que se utilice para determinar los
pardmetros espermaticos, siempre se parte de la base de que se toma una submuestra de la muestra total, por
lo que se realiza una estimacién del pardmetro real en la poblacién ( Douglas-Hamilton et al., 2005).

En el mercado se encuentran disponibles diversos tipos de cimaras para utilizar con los sistemas CASA.
También, se existe variabilidad en el diseno, forma y tamano de las cdmaras disponibles. Estas diferencias,
pueden condicionar el eventual analisis seminal, afectando la dindmica de los espermatozoides de una manera
diferente, lo que conduce a valores de salida divergentes. Con el propésito de que los resultados del andlisis
de semen tengan mayor precision y exactitud, es fundamental la eleccién del tipo de cdmara que ofrezca
el mayor grado de confianza. El objetivo del presente trabajo fue evaluar los pardmetros de cinética de
los espermatozoides con base en diferentes profundidades de cdmara de visualizacién mediante un sistema
comercial de analisis de esperma asistidos por computadora, CASA-Mot.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion y localizacion del experimento

Todos los andlisis de movilidad y cinética espermatica se desarrollaron en el laboratorio de andrologia de
Proiser R+D, ubicada en el parque cientifico de la Universidad de Valencia, Campus de Burjassot, Valencia,
Espana. El periodo experimental fue de febrero a julio del afio 2017. Las muestras de semen se mantuvieron
en condiciones controladas de temperatura y almacenamiento en el laboratorio, con el propésito de no
introducir fuentes de variacién en la movilidad seminal.

Animales
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Se utilizaron veinte dosis seminales comerciales, obtenidas de diez verracos donadores de semen de la
raza pietrain, con edades entre 2 y 3 anos. Estos animales fueron alojados en edificios con clima controlado
en la granja comercial de verracos Semen Cardona, S.L. (Cardona, Barcelona, Espana). Los verracos se
alimentaban con una dieta comercial para verracos reproductores ajustada (2,3 kg.d ') y provistos de agua ad
libitum. Las muestras fueron transportadas al laboratorio en las mismas condiciones de refrigeracién (17 °C)
utilizadas para la distribucién comercial. Al llegar al laboratorio las muestras se agitaron y posteriormente
se tom¢ una alicuota de 1 ml, se colocaron en tubos Eppendorf y se mantuvieron a 37 °C durante 30 min
antes de su andlisis espermatico.

Evaluacidn de las variables espermaticas

Para el andlisis de parametros cinéticos, se utilizaron cdmaras de recuento desechables, precalentadas a 37
°C, basadas en el principio de difusion capilar, ISAS'D4C16 e ISAS'D4C20 (Proiser R + D, S.L., Paterna,
Espafa). Las alturas correspondientes de ambas cdmaras fueron 16 y 20 um, respectivamente. Después de
homogenizar las muestras, se distribuyé un volumen de semen de 3 pl a lo largo de la cdmara de conteo
por capilaridad. Los analisis se realizaron con el sistema comercial de andlisis de esperma asistidos por
computadora, el sistema CASA-Mot ISASv1 (Proiser R + D). La cdmara de video fue Proiser HS640m
(Proiser R + D), con una frecuencia de captura de 50 imégenes por segundo (frame per second, fps) y una
resolucién final de 640 x 478 pixeles. La cdmara se conecté a un microscopio UB203 (UOP / Proiser R +
D) con un ocular de 1X, un objetivo de contraste de fase negativo 10X (AN 0,25) y una placa calefactora
integrada mantenida a 3740,5 °C. El resto de la configuracién del equipo considerada fue la que venia
indicada por defecto del fabricante para el analisis de muestras de verraco. Tanto las imégenes como los
datos se guardaron para su posterior reevaluacion. Se aleatorizé el orden en que se hicieron los anélisis, para
evitar que influyera de forma constante en los resultados obtenidos. El llenado de las cimaras se realizé
por capilaridad, por lo que pudo darse diferentes distribuciones celulares en funcién del avance capilar de
la muestra. En este caso, las posibles diferencias deberfan aparecer a lo largo del recorrido, analizindose
las posibles modificaciones desde la posicién 1 hasta la 7. La altura del espacio en que se mueven los
espermatozoides condiciona la movilidad y la distribucién de los mismos, por lo que se analizé el efecto de
dicha caracteristica sobre los resultados obtenidos.

Analisis de pardmetros cinéticos

Cada muestra se analizé por duplicado y se tomaron como minimo siete campos del microscopio con un
total de al menos 600 células analizadas por muestra. Se utilizé una media de siete campos para los analisis
estadisticos. Los pardmetros CASA-Mot considerados en el estudio fueron: la velocidad rectilinea (VSL, pm-s

1), correspondiente a la linea recta desde el principio hasta el final de la trayectoria; la velocidad curvilinea
(VCL, um:s '), medida sobre la trayectoria real de punto a punto seguida por el espermatozoide; la velocidad

de trayectoria promedio (VAP, um-s 1), calculada como una interpolacidn entre los puntos correspondientes
ala trayectoria de la VCL; la amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, um), expresada como la
altura maxima (o media) de laamplitud del movimiento oscilatorio de la trayectoria curvilinea; y la frecuencia
de batido cruzado (BCF, Hz), expresada como el ntimero de veces que la trayectoria curvilinea cruza la lineal.
La configuracién del software se ajusté al andlisis de espermatozoides de verraco: de 10 a 80 um %, para el
area de la cabeza, y 11 para conectividad. Ademis, se estimaron tres relaciones de progresion expresadas
como porcentajes, a partir de las mediciones de velocidad descritas anteriormente: linealidad de la progresion
directa (LIN = VSL / VCL * 100), rectitud (STR = VSL / VAP * 100) e indice de oscilacién (WOB = VAP /
VCL* 100).

Diseno experimental

En este estudio se analizaron veinte eyaculados (dos eyaculados por cada verraco) y tres réplicas por
eyaculado de diez verracos raza pietrain. Todas las muestras de semen se registraron a una frecuencia de
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captura de 50 fps durante 1 s. Este experimento se realizé a tiempo de andlisis cero para todas las alturas de
camara.

Anilisis estadistico

Se evalué la normalidad mediante el papel probabilistico normal y la homocedasticidad mediante la prueba
de Levene. Se utilizd un ANOVA de una via para determinar el efecto de la altura de la cimara de recuento
sobre los pardmetros cinéticos. En los casos pertinentes, se aplicé la prueba de Bonferroni para el analisis
a posteriori de las variaciones entre alturas de cdmara. Los resultados se presentaron como medias + error
estandar de la media (SEM). La significancia estadistica se consider6 en p<0,05. Los andlisis estadisticos se
realizaron usando Statgraphics Centurion XVII, 17.2.04. (32-bit) (1982-2016 por Statpoint Technologies
Inc., USA).

RESULTADOS

En cuanto a los parametros VCL y VSL se observé que para las camaras ISAS'D4C16 e ISAS"D4C20, los
valores obtenidos en los diferentes campos de las cdmaras de recuento, no hubo diferencias (p>0,05) en los
primeros cuatro campos, mientras que en los campos quinto a sétimo st hubo diferencia (p<0,05) entre ellos.
No se presentaron diferencias en la linealidad medida con la cdmara de 16 pm (p>0,05) mientras que con la
altura de 20 pm, hubo diferencias (p<0,05) entre los campos analizados en las zonas extremas de la cimara
de recuento ( Cuadro 1). En promedio, la altura de cdmara de 16 um mostré menos diferencias (p<0,05)
entre los animales que con la cdmara de 20 pm para todos los campos dentro de la cimara de recuento. En
el primer caso, solo cuatro animales fueron diferentes entre si y con respecto del total, mientras que en el
segundo caso seis animales presentaron diferencias ( Figura 1). Las variaciones observadas entre las zonas de
andlisis dentro de la cimara de recuento por animal fueron efecto aleatorio del verraco para los pardmetros
cinéticos. Se observé una tendencia generalizada a presentar mayores velocidades en lazona 1 (primer campo
de captura), como consecuencia de la presencia de movimiento pasivo (drifting, Figura 1).

CUADRO 1
Pardmetros de velocidad y linealidad espermatica (medias+EE) en

espermatozoides de verraco raza pietrain medidos en diferentes zonas de la
cdmara de recuento seminal y en dos tipos de cimara. Valencia, Espana. 2017.

Campo/variable VCL V5L LIN
ISAS®"DAC16
1 107,68+1,46° 34, 28x0 487 37,4210,56%
2 103,46x1,36° 34,600,447 39,21+0,52*
3 103,661,271 32,91+0,41* 38,65+0,40%
4 04, 35+1, 398 28,07+0,45" 37,56+0,54=
5 92,73+1,63%k 29,1240 530 39,11+0,63*
6 87,40+1,81° 28,1140, 59" 39,23x0,70*
7 88,97+1, 77 29,18+0,58" 38,97+0,68*
ISAS®D4C20
1 109,13+1,23Y 41,43x0,45° 44,7110, 51"
2 110,77£1,19= 40,090,442 41,98x0,50«
3 109, 77+]1, 22 39,8410, 45 42,62+0,51%
4 114,50+1,162 39,86+0,43a 40,86+0,49¢«
o 107,901,900 38,21+0,44"k 41,63+0,50
6 03,04+1,11¢ 37,16x0.41° 46,27+0,46*
7 99.05+1,16° 33,52+0,42¢ 39,94+0,494
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Table 1. Velocity and linearity sperm parameters (means + SE) on boar spermatozoa pietrain race
measured at different areas of the counting chamber and two types of camera. Valencia, Spain. 2017.
VCL:
velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; LIN: indice de linealidad. a,b,c,d Dentro de columna, valores con diferente
superindice presentan diferencias significativas (p<0,05) / VCL: curvilinear velocity; VSL: rectilinear velocity; LIN:
linearity index. a,b,c,d Within the column, values with different superscripts show significant differences (p<0.05).
VCL:
velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; LIN: indice de linealidad. a,b,c,d Dentro de columna, valores con diferente
superindice presentan diferencias significativas (p<0,05) / VCL: curvilinear velocity; VSL: rectilinear velocity; LIN:
linearity index. a,b,c,d Within the column, values with different superscripts show significant differences (p<0.05).
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FIGURA 1
Efecto de la zona de recuento sobre los valores de velocidad curvilinea (VCL, um.s
1), velocidad rectilinea (VSL, pm.s ') y linealidad (LIN, %) en cimaras ISAS"D4C

(16,20 um) en espermatozoides de diez verracos pietrain, Valencia, Espafia. 2017.
Cada linea representa los valores correspondientes a cada verraco.

Figure 1. Counting zone effect on the values of curvilinear velocity (VCL, pm.s '1), rectilinear velocity (VSL, um.s

1y and linearity (LIN, %) on ISAS°D4C cameras (16, 20 pm) on ten pietrain boar spermatozoa, Valencia, Spain. 2017.
Each line represents the values corresponding to each boar.

El efecto de la altura de la cdmara de recuento fue significativo para todas las variables de cinética
espermdtica. Los valores obtenidos con las cdmaras D4C20 fueron superiores (p<0,05) que en las D4C16

( Cuadro 2).

CUADRO 2
Pardmetros de cinética espermética (medias+EE) en espermatozoides de verracos
pietrain, medidos con diferentes alturas de cdmara de recuento. Valencia, Espana. 2017.

Parametro/camara D4C16 D4c20
MNumero de células 11 396 16 581

VCL (pm/s) 95,96+0,56% 106,330,470

VSL (pm/s) 31,60+0,18° 38,9640,15"

VAP (pum/s) 50,06+0,29a 56,3440,248

LIN (%) 39,4940,23° 42,68+0,15"

STR (%) 67,440,228 71,3440,18°

WOB (%) 55,8640,18° 56,89+0,15b

ALH (um) 1,37+0,005% 1,4540,004°

BCF (Hz) 16,80+0,112 20,12+0,100

452



ANTHONY VALVERDE, ET AL. EVALUACION DE CAMARAS DE RECUENTO SOBRE PARAMETROS ESPERMATICOS DE ...

Table 2. Sperm kinetics parameters (means+SE) on pietrain boar spermatozoa
measured with different counting chamber heights. Valencia, Spain. 2017.
VCL:
velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad media; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; WOB:
indice de oscilacién; ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de entrecruzamiento. a,b Dentro de fila, valores
con diferente superindice presentan diferencias significativas (p<0,05) / VCL: curvilinear velocity; VSL: rectilinear velocity;
VAP: average velocity; LIN: linearity index; STR: straightness index; WOB: oscillation index; ALH: lateral head displacement;
BCEF: cross-linking frequency. a,b Within row, values with different superscripts present significant differences (p<0.05).
VCL:
velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad media; LIN: indice de linealidad; STR: indice de rectitud; WOB:
indice de oscilacién; ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de entrecruzamiento. a,b Dentro de fila, valores
con diferente superindice presentan diferencias significativas (p<0,05) / VCL: curvilinear velocity; VSL: rectilinear velocity;
VAP: average velocity; LIN: linearity index; STR: straightness index; WOB: oscillation index; ALH: lateral head displacement;
BCEF: cross-linking frequency. a,b Within row, values with different superscripts present significant differences (p<0.05).

Se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre los pardmetros cinéticos de los diferentes verracos.
El animal 8 presentd la mayor velocidad curvilinea (118,15+1,62 pm.s 1), mientras que el animal 10 mostré
el valor menor de velocidad (68,16+3,38 um.s 1), ambos medidos a una altura de cidmara de 16 um. En las
estimaciones de VCL a 20 um, el animal 8 también mostré el mayor valor (140,42+1,53 pm.s 1), mientras

que el animal 6 el menor (70,78+1,85 um.s ). Cuando se compararon las alturas de cimara por animal tan
solo los animales 5 y 6 presentaron mayores velocidades curvilineas con la cdmara D4C16, respecto de la

D4C20 ( Cuadro 3).

CUADRO 3
Pardmetros de cinética espermitica (medias+EE) en espermatozoides de verracos
reproductores pietrain medidos a dos alturas de cimara de recuento. Valencia, Espana. 2017.
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Table 3. Sperm kinetics parameters (means+SE) on pietrain breeding boars

spermatozoa measured at two counting chamber heights. Valencia, Spain. 2017.
*

um. VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad media; LIN: indice de linealidad; STR: indice
de rectitud; WOB: indice de oscilacion; ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de entrecruzamiento.
a,b,c,d,e.fg Dentro de fila, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas entre animales
(p<0,05). y,z Dentro de columna, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas entre cimaras
de recuento (p <0,05) / VCL: curvilinear velocity; VSL: rectilinear velocity; VAP: average velocity; LIN: linearity
index; STR: straightness index; WOB: wobble index; ALH: lateral head displacement; BCF: cross-linking frequency.
ab,c,d,e,f,g Withing line, values with different superscripts show significant differences among animals (p <0,05). y,z

In the column, values with different superscripts show significant differences between counting chambers (p<0,05).
*

um. VCL: velocidad curvilinea; VSL: velocidad rectilinea; VAP: velocidad media; LIN: indice de linealidad; STR: indice
de rectitud; WOB: indice de oscilacion; ALH: desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de entrecruzamiento.
a,b,c,d,e.fg Dentro de fila, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas entre animales
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(p<0,05). y,z Dentro de columna, valores con diferente superindice presentan diferencias significativas entre cdmaras
de recuento (p <0,05) / VCL: curvilinear velocity; VSL: rectilinear velocity; VAP: average velocity; LIN: linearity
index; STR: straightness index; WOB: wobble index; ALH: lateral head displacement; BCF: cross-linking frequency.
a,b,c,d,e,f;,g Withing line, values with different superscripts show significant differences among animals (p <0,05). y,z
In the column, values with different superscripts show significant differences between counting chambers (p<0,05).

La mayor VSL estimada a 16 y 20 pum, la presentd el animal 8 con valores de 47,6740,50 um.s 1 y
64,68+0,50 pm.s 1 respectivamente, mientras que la menor velocidad rectilinea, y para ambas alturas de

cimara, la presenté el animal 6 con valores de 47,67+0,50 pm.s ' y 64,68+0,50 pm.s ", respectivamente (
Cuadro 2). En todos los animales, excepto el 1, 5 y 6, hubo una mayor VSL en las cdmaras con una altura
de 20 um. La VAP mostr6 un patrén similar que la VCL y la VSL. Para los indices LIN, STR y WOB, el
animal 8 presentd los mayores valores, mientras que los valores menores para LIN y STR los obtuvo el animal
5,y el animal 6 presenté los valores més bajos de oscilaciéon. Cuando se compararon las diferencias entre
las alturas de cdmara para los indices, la cimara D4C20 mostré los valores mayores en todos los animales
excepto el animal 1 para los indices LIN y STR, mientras que en el animal 5 la STR estimada a 16 pm fue
mayor con respecto a la altura de 20 um. Los valores estimados de ALH con las cdmaras de 16y 20 pm, fueron
mayores en los animales 5y 9, con valores de 1,66+0,01 pm y 1,67+0,01 pm, respectivamente, mientras que
los valores més bajos fueron mostrados por los animales 10 y 6, con valores de 1,13+0,03 pm y 1,1340,02
um, respectivamente. Esta tendencia de valores bajos la presentaron los mismos animales para la BCF. Los
valores mayores de BCF para ambas alturas de cimara, los mostré el animal 8 con valores de 22,9140,31 Hzy
30,76+0,33 Hz, respectivamente. Cuando se compararon las diferentes alturas de cdmara por animal, tanto
para la ALH como para la BCF, los valores fueron mayores con la cdmara D4C20, excepto para los animales
5y 6 que presentaron mayores valores con la cdmara de 16 pm de altura ( Cuadro 2).

Discusion

Aunque el efecto de la zona de analisis dentro de la cimara de recuento fue significativo no, hubo diferencias
en la prueba de comparacion de medias para la velocidad curvilinea y rectilinea, entre los primeros tres
campos de andlisis para la cdmara de 16 pum de altura. Con respecto a la cimara de 20 um, los primeros cuatro
campos de andlisis no mostraron diferencias significativas. Las diferencias significativas presentadas entre los
primeros campos de andlisis respecto de los tltimos (campos seis y siete) se podrian atribuir a la presencia
de movimiento pasivo (drifting) y también a un efecto aleatorio inducido por el individuo, lo que sugiere
que el diseno de las cdmaras es uniforme y los resultados no se alteran per se. Las estandarizaciones de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), aunque se refieren a espermatozoides humanos, recomiendan
el uso de cdmaras de 20 um ( World Health Organization. 2010), debido a que el desplazamiento de los
espermatozoides se produce como consecuencia del movimiento flagelar con una amplitud aproximada de
17 um ( David et al., 1981). En especies domésticas no ha habido un estudio sistemdtico que proponga o
recomiende condiciones técnicas para estandarizar el analisis seminal con sistemas CASA.

La mayoria de las cdmaras desechables disponibles en el mercado se basan en el principio de carga por
accién capilar, y comtinmente incluyen una tapa deslizante que se fija con diferentes tipos de pegamento.
En la fase de fabricacidn, el pegamento se usa no solo para disefiar la forma de la cdmara de recuento, sino
también para definir su profundidad, dependiendo de la altura del pegamento ( Bompart et al., 2018). Los
diferentes disefios de cdmara afectan tanto la distribucién final de los espermatozoides dentro de la cdmara
como las caracteristicas de movilidad y cinética. Esto se ha demostrado en diversas especies como el verraco (
Christensen et al., 2005), el bovino ( Prathalingam et al., 2006; Contri et al., 2010; Lenz et al., 2011; Gloria
et al,, 2013), el caprino ( Del-Gallego et al., 2017), el humano ( Tomlinson et al., 2001; Peng et al,, 2015),
congjo ( Massdnyi et al., 2008), ovino ( Palacin et al., 2013) y el equino ( Len et al., 2010; Spizziri et al.,
2010; Hoogewijs et al., 2012). En especies como la caprina, la movilidad progresiva y las velocidades de los
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espermatozoides fueron mayores con cdmaras de carga capilar a alturas de 20 pm respecto de 10 um ( Del-
Gallego et al., 2017). Sin embargo, estos resultados no se confirmaron en otras especies, como la humana
( Lannou et al,, 1992; Soler et al., 2012) o el hamster (Cricetinae), ( Shivaji et al., 1995), lo que podria
relacionarse con el hecho de que los espermatozoides de diferentes especies exhiben diferentes patrones de
movilidad.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron diferencias significativas entre las diferentes
alturas evaluadas en las cdmaras desechables, y se incrementé el valor de cada pardmetro cinematico estimado
a una altura de cdmara mayor. Otros trabajos realizados en semen humano, mostraron diferencias en
concentracién espermdtica y movilidad total cuando se utilizaron cdmaras de recuento reutilizables a alturas
de 10 y 20 um ( Makler, 1978). Por el contrario, en semen humano ( Soler et al., 2012) no se observaron
diferencias en pardmetros espermdticos, como la concentracién y la movilidad total, cuando se utilizaron
cdmaras ISASD4C (alturas de 10, 16 y 20 um), lo que sugiere que el movimiento espermdtico es caracteristico
de cada especie y, ademds, que se debe considerar el método de carga de las cdmaras de recuento. Esto sugiere
que al haber més amplitud dentro de la cdmara de recuento y por consiguiente, mayor capacidad de volumen,
las células podrian desplazarse y realizar su movimiento sin restricciones, lo que explicaria el incremento en
los valores cinéticos conforme se incrementa la altura de la cdmara de recuento.

Otro factor que podria explicar los resultados obtenidos en el presente trabajo, es que las cimaras de
recuento se cargan por el progreso capilar entre las dos capas (deslizamiento y cubierta), bajo una fuerza
derivada de la tensién superficial entre el fluido y el vidrio, formando un menisco en el borde delantero o flujo
laminar de Poiseuille (efecto Segre-Silberberg, SS) ( Douglas-Hamilton et al., 2005). Este efecto depende de
laaltura de las cdmaras, porque la velocidad de llenado es proporcional a la altura y disminuye a medida que el
menisco penetra en la cdmara, por lo tanto, las cimaras poco profundas se llenan mas lentamente que las més
profundas, lo que proporciona una posible explicacién de las diferencias entre cdmaras de diferentes alturas
( Kuster, 2005) en el sentido de que, a mayor altura de la cdmara, mejor es la distribucién uniforme. Ademas,
el llenado de una cdmara por accién capilar expone las particulas suspendidas en el fluido a un gradiente de
velocidad, lo que hace que las particulas migren perpendicularmente a la direccién del flujo ( Vasseur y Cox,
1976).

En funcién de la especie y el estado fisioldgico, se necesita un espacio considerable para desarrollar
correctamente la movilidad espermitica, debido a que el movimiento natural de los espermatozoides es
helicoidal ( Kraemer et al., 1998; Soler et al., 2018). En la literatura veterinaria, la altura de la cdmara de
recuento para el anlisis de la cinéticay movilidad del semen es variable y por lo general, no se suele mencionar
( Hoogewijs et al., 2012). El uso de cdmaras con mayor profundidad hace que el efecto SS sea insignificante
y en una cadmara de 20 um los espermatozoides de verraco alcanzarian sus planos estables del efecto SS con
mayor rapidez después de que el fluido se haya movido 1 mm hacia la cdmara de recuento ( Kuster, 2005).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos a diferentes alturas de cdmara de recuento (16 y 20 um) fueron precisos y repetibles
en el analisis seminal. No obstante, los resultados obtenidos en pardmetros de cinética espermdtica a 20 pm
fueron superiores respecto de 16 pm, lo que sugiere que las células se pueden mover sin restriccién en una
cdmara de recuento a una altura mayor. En el efecto de zona, el primer campo de captura (zona 1) tendi6
a presentar mayores velocidades que los subsiguientes campos como consecuencia del movimiento pasivo
o drifting. Este trabajo en verracos aporta nueva informacién con respecto a la utilizacién de cdmaras de
recuento en el andlisis seminal y debe continuarse con otros estudios que incluyan comparaciones entre
diferentes sistemas CASA, con el propdsito de estandarizar métodos y permitir relacionar adecuadamente
los resultados.
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