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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue comparar la morfologia espermatica en
caprinos tefiidos con las tinciones de Eosina-Nigrosina y Hemocrom. El
experimento se realizo en el norte de México, en el Centro de Investigacion en
Produccion Animal (CIPA UL) de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro
Unidad Laguna en la ciudad de Torredn Coahuila (25° N). Se utilizaron seis
machos de la raza Alpina francesa con un promedio de 12 a 14 meses de edad.
La recoleccion del semen se hizo con vagina artificial una vez por semana
durante un mes. Se realiz6 un analisis macro y microscépico de las muestras
evaluando el volumen, la concentracién y la motilidad de cada eyaculado. La
morfologia espermatica se evalu6 mediante la tincibn Eosina-Nigrosina y
Hemocrom en un microscopio de campo claro utilizando un objetivo de 40X
siempre por la misma persona. De cada frotis teflido con estas tinciones se
analizaron un total de 200 células esperméticas. Se determind el total de
malformaciones, asi como las alteraciones de la cabeza y el flagelo. No se
encontraron diferencias estadisticas significativas en las anomalias de la cabeza
y el flagel6 de los espermatozoides tanto en la tincion E/N como la del Hemocrom
(P=0.05). En conclusién, ambas tinciones permiten evaluar la morfologia de los
espermatozoides con parametros similares, demostrando que la tincion
Hemocrom® puede utilizarse para el andlisis de la morfologia espermética en

machos caprinos.

Palabras clave: Tincién, Morfologia, Espermatozoide, Espermatogénesis,

Acrosoma, ultraestructura
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1. Introduccion
El andlisis de semen es la prueba clinica de laboratorio mas importante
actualmente disponible para evaluar la fertilidad en los machos ya que la calidad
del semen refleja la salud de los 6rganos reproductivos (Brito et al., 2025). La
morfologia de los espermatozoides esta asociada con la funcion, y su evaluacion
es un componente crucial del andlisis del semen. La morfologia de los
espermatozoides es considerada un indicador del potencial de fertilidad, ya que
la presencia de altos porcentajes de espermatozoides anormales esta asociada
con la infertilidad en varios casos (Hidalgo et al., 2008; Brito et al., 2025). Se
menciona que hay una correlacion positiva entre la morfologia normal de los
espermatozoides y la fertilizacion in vitro e in vivo y ha demostrado tener un alto
valor predictivo para los resultados en la fertilidad cuando se emplean las
tecnologias de reproduccion asistida (Oral et al., 2002) En caprinos, una muestra
de semen se considera adecuada cuando tiene un porcentaje normal de células
igual o mayor al 70% (Tibary et al., 2018). Las anormalidades espermaticas se
clasifican segun la localizacion las cuales pueden ocurrir en la cabeza, pieza
media y cola (Koziol, 2018). De acuerdo con Abali et al., (2018) la presencia del
10% o mas de cualquier tipo unico de defectos en la cabeza, pieza media y cola,
y el 20% o méas de anomalias totales de los espermatozoides a menudo se

asocian con una reduccion de la fertilidad en rumiantes.

La evaluacién adecuada de la morfologia espermatica requiere del conocimiento
de diferentes métodos, equipos y experiencia técnica (Brito et al., 2025). La
morfologia se puede evaluar utilizando preparaciones humedas examinadas bajo
microscopia de contraste de fases al fijar los espermatozoides en el portaobjetos.
Los métodos de tincién utilizados para el andlisis de las caracteristicas
morfologicas del eyaculado también incluyen diversas tinciones como la eosina-
nigrosina, eosina-gentiana, SpermBlue, tincion de Giemsa, Diff-Quik,
Papanicolaou y carbolfucsina-eosina (Szablicka et al., 2022). En la evaluacion
rutinaria de la morfologia de los espermatozoides en caprinos, la eosina +
nigrosina es la tincibn mas comunmente utilizada siendo la tincién estandar para

evaluar la morfologia del semen de machos ya que también se puede utilizar para



identificar espermatozoides vivos y muertos (Czubaszek et al., 2019). Otras
tinciones Hemocrom pueden ser utilizadas para evaluar la morfologia de los
espermatozoides. Esta tincién consiste en una solucion fijadora y dos soluciones
de tincion tamponadas. Se realiza un frotis que se fija al aire y se tifie
sumergiéndolo en las soluciones 1 a 3; el tiempo total de tincion es solo de unos
30 segundos (Begemann y Rastetter 1989). En el caso de los machos cabrios y
a pesar de la importancia que tiene la morfologia, no se ha estandarizado ningan

método de tincién adecuado.



1.2 Objetivo
Comparar la morfologia espermatica en caprinos con las tinciones de Eosina-

Nigrosina y Hemocrom.

1.3 Hipotesis
La hipotesis del presente estudio fue que la morfologia espermética de los

caprinos es similar con ambas tinciones



2. Revision de literatura

2.1. Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso mediante el cual se producen gametos
masculinos llamados espermatozoides a traveés de division y diferenciacion
celular. Esta se lleva a cabo en los testiculos e inicia en la pubertad y en los
caprinos se completa aproximadamente en 47 dias (Shirazi et al., 2014).
Especificamente la espermatogénesis se realiza en los tubulos seminiferos. Se
divide en dos etapas, la espermatocitogenesis, la cual ocurre mediante la division
de células mitéticas y genera como resultado las células germinales de reservay
espermatogonias tipo B estas ultimas se diferencian en espermatocitos primarios,
iniciando la etapa de meiosis con una nueva divisibn dando origen a las
espermatidas (Pineda y Dooley, 2003; O"Donnell et al., 2006; Boeta et al., 2018);
y la espermiogenesis también llamada fase de diferenciacién o espermioteliosis
fase donde la célula haploide Illamada espermatida se trasforma en
espermatozoide formando una estructura especializada como el acrosoma, un
organelo con forma de capucha, y el flagelo, de él depende su motilidad (Gadella
y luna, 2014; Neto et al., 2016; Boeta et al., 2018). Gatimel et al., (2017) describe
la espermiogenesis como una reorganizacion morfolégica del nucleo, el
desarrollo y posicionamiento del acrosoma, la union de la estructura del flagelé y
la organizacion del citoplasma y finaliza el evento con el depdsito de

espermatozoides en el tabulo seminifero.

La regulacion endocrina de la espermatogénesis es controlada por la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) secretada por el hipotalamo. La GnRH
estimula la produccién y secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona
foliculo estimulante (FSH) por la adenohipdfisis (Casabiell, 2006). A su vez la
testosterona es secretada por las células intersticiales o de Leydig mediante la
estimulacion de LH, mientras que la hormona FSH estimula la espermatogénesis
través de sus acciones sobre las células de Sertoli (McLachlan, 2000). Las células
de Sertoli representan el 25% del epitelio tubular y son el sitio de ubicacién de
las espermatidas. Las células de Sertoli no se dividen después de la pubertad y

estan en contacto con las células germinales en desarrollo. En ellas ocurre la



regulacion de la espermatogénesis mediante la accion de la FSH y la testosterona
(Griswold, 1998).

2.2 Ultraestructura del espermatozoide

Los espermatozoides son las células maduras alargadas formadas por una
cabeza y un flagelo (Figura 1). En la cabeza se encuentra el nucleo donde esta
la informacion genética. Esta compuesta por cromatina firme y compacta ademas
de un tipo de proteinas basicas llamadas protaminas espermaticas. EI ADN
nuclear contiene el 50% de cromosomas que el nucleo de las células somaticas
de la misma especie animal (Vera-Mufioz 2008). Esta célula esta protegida en su
totalidad por una membrana plasmatica, que en la parte anterior del nucleo se
encuentra cubierta por el acrosoma. El acrosoma tiene una estructura en forma
de capsula semiesférica la cual contiene varias enzimas hidroliticas importantes
que participan en la fecundacion del ovulo (Hafez y Hafez, 2000). El flagelo (cola)
se divide en diferentes segmentos denominados proximal, medio y caudal. Esta
estructura esta integrada por un cuello y anillo citoplasmatico, la parte media de
esta fraccion medial en relacidn con el alargado de la cola, integra el axonema el
cual se encarga de convertir la energia quimica en accion mecanica (Newcombe,
1999). El flagelo estd conformado por nueve pares de micro tubulos de forma
circular de los filamentos centrales, las fibras densas y una gran cantidad de
mitocondrias cubren periféricamente al axonema dispuestas en una vaina o guia
mitocondrial (Wang et al., 2022).
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Figura 1. Ultraestructura normal de un espermatozoide. El espermatozoide esta

dividido en cabeza y flagelo (Tomado de Wang et al., 2022).

2.3. Principales alteraciones en la morfologia espermética

2.3.1 Morfologia espermatica

La morfologia espermatica es una parte muy importante de la evaluacién de las
muestras de semen. El estudio de la morfologia espermatica consiste en
observaciéon de las muestras de semen y encontrar alteraciones en los
espermatozoides en relacion a su forma. Altos porcentajes pueden estar
relacionados con una inmadurez sexual y procesos fisiopatoldgicos del aparato
reproductor, afectando negativamente la fertilidad (Xu et al., 2022). En caprinos
los valores anormales no deben superar el 15% de espermatozoides

morfolégicamente anormales (Carrillo y Hernandez, 2016).

2.3.2 Clasificacion de la morfologia espermatica

De acuerdo con la Sociedad de Teriogenologia (SFT) las anormalidades
espermaticas se clasifican segun la localizacién las cuales pueden ocurrir en la
cabeza, pieza media y cola (Koziol, 2018). En el Cuadro 1 se muestran las

principales anomalias encontradas en los espermatozoides y sus implicaciones.



Cuadro 1.

implicaciones (Tomado de Frederico et al., 2016).

Relacién de las principales anomalias espermaticas y sus

Anomalia | Causa Diagnosti | Tasade Tratamient
probable co fertilizacion 0
Gota En animales | Baja Clivage Favorable:
citoplasma | jovenes motilidad; | embrionario En jovenes
tica debido al | identificac | del] 5 al 14% | esperar a
proximal desarrollo ién de | cuando  hay | que se
(GCP) incompleto GCP bajo | del 12 al 30% | desarrolle
del epitelio | microscop | de GCP en el | €l epitelio
epididimario. | io de | semen. epididimari
En adultos | contraste 0. En
por de fase adultos,
degeneraci6 | CF y eliminar la
n del epitelio | tinciones causa del
seminifero (giemsa, estrés.
provocada nigrosina Desfavorab
por estrés |y rosa de le en caso
térmico y | bengala). de
enfermedade degeneraci
S. on
testicular.
En la
degeneraci
on por
enfermeda
d no
siempre es
posible
recuperar
el epitelio
epididimari
0.
Defectos Estrés Baja tasa | La alta | Desfavorab
acrosomic | térmico de incidencia de | le en
0s (Trastornd de | fertilizacié | Knobbed da | causas
protuberan | termorregula | n,  pero | como genéticas.
tes cion con resultado No hay
“Knobbed | testicular) motilidad | tasas de | tratamiento
sperm” causado por | normal; interés bajas o | debe de
el transporte, | identificac | nulas eliminar el
enfermedade | i6n por | fertilizaciéon in | animal; en
S genéticas y | microscop | vitro. otras
intoxicacion. | ia de situaciones
Baja tasa , eliminar la
de causa de
fertilizacio estrés.
n, pero
con
motilidad
normal;
identificac




ién por
microscop
ia de CF.
Cabeza Genética; Motilidad | Uso de semen | Favorable
piriforme estrés normal; con 37% | en caso de
térmico acrosoma | cabezas estrés:
(perturbacion | intacto; el | piriformes eliminar la
en la | ADN producen 11% | causa del
termorregula | puede embriones; estrés.
cion estar perdida la tasa | Desfavorab
testicular) dafiado; embrionaria le en
nutricion  y | identificac | alcanza el | causas
uso de | i6n  con | 23%. genéticas.
corticosteroi | Microscop No hay
des. ia de CFy tratamiento
colorante en caso de
s (giemsa, dafio en el
eosina- ADN
nigrosina
y naranja
acridina).
Estrecho Genética, Motilidad | Sihay dafio en | Favorable
en base estrés normal; el ADN, latasa | en caso de
térmica puede de fertilidad es | estrés.
(perturbacion | afectar la | baja. Reducir la
en estructura casusa de
termorregula | del ADN; estreés.
cion identificac Desfavorab
testicular). i6n  por le en causa
microscop de
iade CFy genética,
colorante no hay
s (giemsa, tratamiento
eosina- en caso de
nigrosina dafio en el
y naranja ADN.
acridina).
Vacuolas | Estrés Motilidad | Inseminacién | Favorable | |
nucleares; | térmico normal; artificial  con | en caso de | |
Formacién | (alteracién puede semen estrés.
de bolsa y | de la | afectar la | mostrando 8% | Eliminar la
crateres termorregula | estructura | de resultado | causa de
cion del de defectos de | estrés h
testicular); acrosoma | contorno en el | térmico /
trastornos y del | 18% de los | (confinamie | |
hormonales; | ADN; embriones. nto I
nutricional vy | identificac | Bajas tasas de | transporte
genético i6bn  con | fertilizacién in | o fiebre) y
microscop | vitro, porque | cambio
iade CF. | las proteinasy | dietético.
los receptores | Desfavorab




se ven
afectados vy
reduce la
capacidad de
unirse a la ZP.

le en
causas
genéticas.
Descartar
el animal si
no se ha
recuperado
después
del
tratamiento

Favorable.

Cola Estrés Baja Tasa de
fuertement | térmico y | motilidad; | fertilizacién Eliminar la
e enrollada | trastorno identificac | normal causa del
epitelial ibn  con | dependiendo estrés.
epididimo. CF y | del porcentaje
tinciones | del defecto en
(giemsa, el eyaculado o
eosina- dosis de
nigrosina | semen.
y rosa de
bengala).
Pieza Desarrollo Motilidad | La alta | Favorable.
intermedia | incompleto alterada; incidencia Se puede
anormal del epitelio | identificac | conduce a una | recuperar
epididimo; i6bn  con | baja motilidad | si se
inmadurez; Microscop | v fertilidad. eliminan
Solucién iadeFCy las causas.
hipotonica; tinciones
trastornos de | (eosina-
fluidos  del | nigrosina,
epididimo vy | giemsa y
glandulas rosa de
adjuntas. bengala).
Gota Estrés Motilidad | No afecta la | Favorable.
citoplasma | térmico y | normal; fertilizacion. Puede
tica distal. | desarrollo identificac normalizars
incompleto ién por e. La gota
del epitelio | microscop puede
epididimario | iade FCy caerse con
(inmadurez). | tinciones manipulaci
(eosina- on.
nigrosina,
giemsa y
rosa de

bengala).
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Cabeza Estrés Sin No existe | Favorable

aislada térmico; motilidad; | fertilizacién in | si es
laminitis; identificad | vivo e in vitro. | eliminado
toxemia; 0 con | Hay la causas.

degeneracid | microscop | posibilidad
n testicular; | iade FCy | solo con la

hipoplasia; tinciones | técnica
inflamacione | (eosina- inyeccion

S de | nigrosina | intracitoplasm
glandulas y rosa de | atica de
adjuntas; bengala). | esperma.

animales con
largo periodo
de colecta de
semen y
mala

manipulacion

Cabeza Estrés Identificad | Afecta la | Favorable

microcefali | térmico; 0 con FC | fertilizacion; Si son
a fiebre; y no presenta | eliminadas
adaptacién al | tinciones | proteinas y | la causas.
confinamient | (eosina- receptores a
0; trastornd | nigrosina, | ZP; ADN
epitelial giemsa vy | insuficiente.
seminifero rosa de
(animales bengala).
jovenes) y la P
obesidad
(animales
adultos).
Cuadro 2

2.4 Técnicas para evaluar la morfologia de los espermatozoides
Para evaluar la morfologia de los espermatozoides, existen diferentes técnicas y
tinciones. Algunas de las mas utilizadas son las preparaciones humedas
observadas con microscopios de campo oscuro o bien las muestras tefiidas con

diferentes colorantes.

2.4.1 Eosina-Nigrosina

También conocida como técnica vital, es un procedimiento mas usado en la
viabilidad. Esta permite diferenciar espermatozoides vivos de los muertos debido
al ser un colorante hipotonico que no penetra el interior de la célula por lo tanto
aquellas células que presentan una membrana plasmatica funcional no se

pueden tefiir y, por el contrario, si esta esta dafiada permite al colorante entrar al
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interior de la célula, resultando de color blanco las células vivas y color rosa si
estan muertas. Esta tincion es util para la evaluacion de la morfologia, pero
debido a que es un colorante hipotonico al mezclarse a una muestra que no ha
sido fijada quimicamente, existe el riesgo de producir alteraciones de las células
espermaticas principalmente anormalidades en la pieza media (Pefia y Linde,
2000).

2.4.2 Hematoxilina-Eosina

La hematoxilina es otra de las tinciones utilizadas para evaluar la morfologia
espermatica. Es tincion se deriva del producto oxidado de la hemateina, teniendo
reaccion en la coloracién del nucleoplasma y el ribosoma citoplasmatico,
provocando una tincién violeta azulado intenso. El colorante acido de la eosina
tine al citoplasma y la matriz intercelular se puede usar eosina amarillenta,
azulada y solvente en etanol. El resultado de la tincion hematoxilina es color rosa-
naranja para el citoplasma y rojo en la coloracién de hematies (Megias et al.,

2023). A diferencia de la anterior no permite evaluar células vivas de las muertas.

2.4.3 Tincidn cationico C.l1 52040 o Azul de toluidina

Colorante del nlcleo que genera una respuesta cuando tiene una relacién con la
cromatina, la TB es util para la evaluacion de la cromatina nuclear de la célula
espermatica mediante la identificacion de la ausencia o ruptura de enlaces
disulfuro. ElI método de tincidn con colorante TB consiste en un método simple y
posibilita la determinacién al mismo tiempo de la morfologia y la condensacién
de los espermatozoides, aunque esta tincibn en mas concurrida para la

condensacion (Santiso, 2013).

2.4.4 Tincién pap

Coloracion compuesta por tres tinciones, la hematoxilina la cual tiene reacciéon
sobre los nucleos, el Oran G y la EA-50 la cual tinta los citoplasmas, esta tincion
permite tefir bien a los espermatozoides. Esta técnica tifie las partes del
acrosoma, el citoplasma residual en exceso, la pieza intermedia y principal,
ademas de ser util en la evaluacion de la morfologia espermatica y examen de

células germinales inmaduras (World Helalth Organization 2021).
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2.4.5 Diff-Quik

Sousa et al.,, (2008) la describe como una tincion clasificada Romanosvky
consiste en la composicion de tres reactivos ya que es una tincion facil y rapida
integrada por tres componentes un fijado (alcohol), colorante (eosina) dando
como resultado la tincion de los prétidos color rojo y un tercer componente el azul

de metileno generando una reaccion de tincidon sobre la cromatina.

Diff-Quik es una tincion rapida, en varios experimentos ha demostrado ser un
método confiable en el &rea de reproduccion, especificamente para la evaluaciéon
morfolégica espermatica cuando se colabora con esta tincion (Coetzee et al.,
2001).

2.4.6 Hemocrom

Hemocrom es un método de tincibn que se utiliza en la investigacion
frecuentemente en citologia mediante frotis, teniendo diferentes aplicaciones en
el diagnostico hematolégico mediante la observacion las células sanguineas,
citoplasma y paracitos, cumple con las propiedades como una alternativa sobre
los colorantes de Wright y Giemsa, ademas tiene la ventaja de una tincién rapida,

manual, policromatica y una similitud a la tincién de tipo Romanoswsky.
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3. Materiales y métodos

3.1 Ubicacion del estudio

El experimento se realiz6 en el norte de México, en el Centro de Investigacion en
Produccion Animal (CIPA UL) del Departamento de Produccién Animal de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna en la ciudad de
Torreén Coahuila (25° 31" 11 N Y 103° 25" 57 O) durante los meses de junio y
julio. El area geografica tiene una altitud de 1123 msnm con una precipitacion
pluvial de 230 mm y con una temperatura promedio de 24°C, siendo de 41°C la
maxima durante primavera-verano y la minima de -1°C durante el invierno
(CONAGUA ,2015).

3.2 Manejo y alimentacion de los animales
Se utilizaron 6 machos caprinos de raza Alpina-francesa, de 12 a 14 meses de
edad, con un peso vivo de 24 + 3.2 kg y una condicién corporal de 2.5 puntos
(Escala de 1 a 5 pts). Previo al experimento los machos fueron entrenados para
la recoleccion del semen empleando una hembra en estro. Durante el
experimento, los machos se alimentaron a base de alfalfa (18% PC, 1.95 Mcal

de EM) y se les ofrecié agua limpia a libre acceso.

3.3 Coleccion y procesamiento del semen
El semen fue recolectado por la mafiana cada sabado durante un mes utilizando
una hembra en estro. La recoleccién del semen se realizé con una vagina artificial
para pequefios rumiantes a una temperatura de 38-42 °C. Posterior a cada
extraccion, el semen se introdujo rapidamente en un bafio maria a una
temperatura de 37 °C hasta su analisis macro y microscopico en un tiempo no
mayor a 10 min. Se evalud el volumen, la concentracion y la motilidad de cada
eyaculado y solo se utilizaron aquellos eyaculados que tenian un volumen 20.5
mL, una concentracién espermatica 22500x10°8 y una motilidad en masa mayor a
3.0 (escala de 0 a 5). Para realizar ambas tinciones, la muestra de semen se
diluyo con NaCl al 0.9% hasta obtener una concentracion final de 800 x 106

spz/mL.
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3.4 Tincién de espermatozoides

3.4.1. Tincidn Eosina-Nigrosina

Para la tincion de E/N se realizé un frotis de semen. Para esto se tomaron 10 uL
de semen sobre un portaobjetos atemperado. Luego se colocaron 10 pL de la
tincion de eosina-nigrosina y con una punta de la micropipeta se mezclaron para
posteriormente con otro portaobjetos dispersarse hacia la parte ancha del
portaobjeto para extender la muestra. Una vez realizado los frotis, estos se

dejaron secar durante 1 min hasta su visualizacién en el microscopio.
3.4.2. Coloracion con Hemocrom

Para la tincion de Hemocrom se realiz6 un frotis sanguineo. Se tomaron 10 uL
de la muestra de semen que se colocaron sobre un portaobjeto atemperado para
luego con otro portaobjeto extender la muestra sobre el portaobjeto. El
portaobjetos se introdujo en la solucién de fijacién (Solucion fijadora) de alcohol
etilico al 70% durante 2 min. Enseguida de la fijacién, se colocaron en la solucién
de Eosina Amarillenta (Solucion 2) por 2 min. Pasado este tiempo las muestras
se lavaron con agua destilada para eliminar el excedente y por ultimo, se
sumergieron en la solucion 3 a base de azul de metileno, azures y Giemsa por 2

min y al final se enjuago con agua destilada.
3.5 Andlisis morfolégico del espermatozoide

La morfologia espermatica se evalué mediante un microscopio de campo claro
utilizando un objetivo de 40X por la misma persona. De cada muestra se
analizaron un total de 200 células espermaticas. Las anomalias que se
observaron fueron las siguientes: Decapitados, gota citoplasmatica distal, gota
citoplasmatica proximal, cola enrollada, cola quebrada, vacuolas, microcéfalo,
cabeza redonda, implantacion retroraxial, acrosoma de contorno anormal,
macrocéfalo, cola fuertemente enrollada, piriforme, cabeza doble, pieza
intermedia con reflejo distal, doble flageld, pieza intermedia rota, pieza media y
doble cola, “DaG” Defecto de cola muy curvada con caida, cola enrollada con
gota, cabeza piriforme con gota proximal, Diadem defect pouch, Knobed sperm,
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implantacién abaxial. Las células fueron clasificadas en normales, anomalias

totales, anomalias de la cabeza y del flagelo.

3.6 Andlisis estadistico
El analisis estadistico se realizd con el paquete SAS (SAS University) con una
prueba de TTEST. Se considerd que habia diferencia estadistica significativa si

el valor de P<0.05. Los datos se muestran como porcentajes.

4. Resultados
Los resultados obtenidos del presente estudio se muestran en el cuadro 1. No se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de células normales en las
muestras de semen evaluadas (P>0.05). Asimismo, tanto en la tincion de E/N
como la del Hemocrom las anomalias de los espermatozoides totales, asi como

de la cabezay el flagelo fueron similares (P>0.05).

Cuadro 1. Resultados obtenidos de la morfologia espermatica de machos,

evaluado con Hemocrom® y Eosina/Nigrosina.

Hemocrom® Eosina/Nigrosina  Valor p

Normales (%) 89.3+3.3 87.9+28
Espermatozoides anormales (%) 10.7 £ 3.3 12.1+2.8
Alteraciones de la cabeza (%) 0.9+0.8 1.3+£0.8

Alteraciones del flagelo (%) 6.8+3.1 6.8+2.3
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5. Discusion
La evaluacion de la morfologia espermatica es Util para predecir la capacidad de
fertilizacion de los espermatozoides y esta relacionada con la concepcién de las
hembras (Xu et al., 2022) y es uno de los criterios ma&s importantes para
determinar la calidad de una muestra de semen (Van der Horst y Maree, 2009).
Como se ha mencionado anteriormente, la morfologia de los espermatozoides
puede evaluarse mediante diferentes tinciones o incluso en preparaciones
himedas con un microscopio de campo oscuro. Entre las tinciones mas utilizadas
estan la de Eosina-nigrosina, Papanicolaou, Diff-Quick, Spermac, Hematoxilina,
Giemsa entre otras. Sin embargo, algunas de estas tinciones requieren mucho
tiempo en comparacion con algunos de los métodos rapidos, son complejas e
involucran muchos quimicos o microscopios especializados que no estan al
alcance de muchos laboratorios (Van der Horst y Maree, 2009; Czubaszek et al.,
2019). No obstante, independientemente del método que se utilice, la evaluacion
de la morfologia de los espermatozoides requiere que sean tefiidos de manera
diferencial, indicando claramente los limites del acrosoma, la cabeza, la pieza

media y la cola para evaluar cada parte (Van der Horst y Maree, 2009).

En nuestro estudio el método de tincion no afecto en los resultados de la
evaluacion de la morfologia de los espermatozoides de los machos cabrios.
Tanto en la tincion de eosina-nigrosina como en la tincibn de Hemacolor,
mostraron una similitud en las alteraciones morfologicas encontradas en la
cabeza, pieza media y flagelo, lo que indica que ambas tinciones pueden ser
utilizadas para la evaluacion de la morfologia espermatica en caprinos. Estos
resultados, coinciden con lo reportado por otros autores quienes mencionan que
el método de tincion no influyd en la evaluacibn morfolégica de los
espermatozoides en caprinos (Davis y Gravance,1993; Foote 2003; Hidalgo et
al., 2006). La tincion de Eosina-Nigrosina es una de las tinciones mas utilizada
en los laboratorios de evaluacion del semen tanto en humanos como en animales
ya que también se puede emplear como prueba de viabilidad del semen al
diferenciar espermatozoides vivos de los muertos (Van der Horst y Maree, 2009).
Por su parte, Hemacolor es una tincion rdpida muy utilizada en hematologia y
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citologia, asi como en espermatozoides (Hidalgo et al., 2005; 2006; Lim et al.,
2013).

El porcentaje de anomalias espermaticas totales con Hemocrom® y eosina-
nigrosina fue del 10.7 £ 3.3 y 12.1 + 2.8 %, respectivamente. En caprinos, las
alteraciones morfologicas de los espermatozoides varian del 15 al 20% sin
afectar la fertilidad de los machos (Roca et al., 1992). El porcentaje de
alteraciones morfolégicas encontradas en nuestro estudio fue inferior al limite del
15% establecido por Kafi et al., (2004) y similar a los resultados obtenidos por
Karagiannidis et al. (2000). En otros estudios obtenidos sobre la morfologia de
espermatozoides del macho caprino se observaron un menor porcentaje de
defectos totales en semen fresco en comparacién con nuestro estudio, sin
embargo, son similares a los observados en la cabeza y defectos del flagelo como
gota citoplasmatica distal y cabeza decapitada (Barkawi et al., 2006; Zamiri y
Heidari 2006). Ademas, estudios realizados en espermatozoides de caballos
recolectados del epididimo se observé que la tincién puede influir en la evaluacién
de la morfologia de los espermatozoides (Soler et al., 2005). En su estudio, Soler
et al. (2005) encontraron que la tincion de Diff-Quik era mejor que la de
hematoxilina y hemacolor para determinar las alteraciones en los
espermatozoides debido a que se observaron un mayor nimero de alteraciones
en las muestras tefiidas con Diff-quik que con las otras tinciones. Asimismo, otros
factores que se deben tener en cuenta a la hora de determinar la morfologia de
una muestra de semen son el nimero de células evaluadas, las cuales deben ser
mas de 200, asi como la experiencia del técnico (Davis y Gravance,1993; Hidalgo
et al., 2006; Murcia-Robayo, 2018).
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6. Conclusién
Nuestro estudio demostré que las tinciones de eosina nigrosina y hemacolor
tienen un efecto similar en el analisis de los parametros de las alteraciones en la
morfologia de los espermatozoides de caprinos con parametros similares en cada
método de tincion. Es por ello que la tincion de hemacolor puede utilizarse para
el andlisis de la morfologia espermatica en muestras de semen caprino. Es
necesario realizar mas estudios para comparar diferentes tinciones, asi como su
efector en la morfometria de los espermatozoides y estandarizar los criterios de

evaluacion de la morfologia en caprinos como ocurre en otras especies.
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