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RESUMEN

En la clinica androlégica, el espermo-
g1ama es considerado como un indica-
dor adecuado del potencial fertilizante
del paciente. Una prueba de segunda
generacién recientemente incorporada a
los recursos diagndsticos en esta 4rea
es la prueba de resistencia osmética
(PRO). a la que se considera como nn
detector precoz de fallas en la integri-
Jdad funcional de la membrana del es-
rermatozoide.

En ei presente trabajo, investigamos
la relacién entre los pardmetros conven-
cionales del espermograma y la PRO.
Se estudiaron pacientes divididos en 2
grupos: A) con fertilidad comprobada
(23-32 afios; n=11) y B) integrantes
de pareja estéril (25-35 afios; n=17).
Se determinaron: concentracién esper-
mética, motilidad, velocidad de trasia-
cién, morfologia y PRO (incubacién
del semen en solucién hipoosmética de
citrato de sodio y fructosa, 150 mOsm/1,
a4 87°C durante 60 min). En condicio-
nes normales, mas del 60 % de los es-
rermatezoides muestran cambios morfo-
légicos por hiperhidratacién,

Los resultados muestran que el grupo
A supera significativamente el porcen-
tuie de espermatozoides reactivos e in-
tegros con respecto al grupo B. Ademas

existe una correlacién significativa entre
PRO vs. motilidad y porcentaje de for-
mas normales; no asi entre PRO v con-
centracién o volumen, hallazgos rele-
vantes en cuanto al diagnéstico y posi-
bilidad de aplicacién de técnicas unj-
versalmente aceptadas de reproduccién
agistida.

Palabras clave: semen - prueba de re-
sistencia osmética - espermograma -
worfologia espermatica - fertilidad
conyugal - esterilidad conyugal.

INTRODUCOCION

Los problemas psicolégicos, sexuales
v conyugales en las parejas estériles han
sido extensamente estudiados 1.7:16,19.

Johnston y col 14 Menning 16
calificaron la esterilidad como Ia “prin-
cipal crisis existencial” en las pareias,
origen de trastornos emocionales en sus
matrimenios y en sus relaciones sexwa-
les. Freeman y col. 2 realizaron una in-
vestigacién pretratamiento de 200 pa-
1€jas y encontraron que el 49 % de las
mujeres y el 15% de los hombres afir-
maban que la infertilidad era la expe-
riencia mas traumatica de sus vidas.

® El presente recibio el Premio al Mejor Trabajo del Area Clinica en el
11 Congreso Cientifico Argentino de Estudiantes de Medicina realizado en Cérdoba
en septiembre de 1991 y es publicado por disposicién del Honorable Consejo Direc-
tivo de la Facultad de Ciencias Médicas (RHCD 1530/91).
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El 46 % de los casos de esterilidad
couyngal son atribuibles a factor mas-
culino exclusivamente °. Es por ello que
la andrologia ha experimentado répi-
dcs adelantos y cada vez se reconoce
mis la importancia de la evaluacién ob-
jetiva de la calidad y -caracteristicas
funcionales de los espermatozoides *°.
El espermograma convencional ha sido
durante mucho tiempo la prueba de la-
boratorio rutinariamente empleada pa-
ra el estudio de la esterilidad masculi-
na. Si bien éste aporta datos referidos
a concentracién espermatica, motilidad,
merfologia y otros parametros fisico-
quimicos, no puede realmente predecir
la capacidad funcional de los esperma-
tozoides para fertilizar “in vivo”. En un
intento de aproximarse a la evaluacion
nids exacta de este parametro, Yanagi-
machi y col. 2* desarrollaron un test que
estudia la capacidad de los espermato-
zuides humanos para penetrar ovocitos
de hamster denudados de zona pellici-
da. Sin embargo, esta prueba es com-
pleia, onerosa v los resultados obteni-
dus en diversos laboratorios son atn
discutibles %, Es evidente por lo tan-
to, la necesidad actual de desarrollar
pruebas que, siendo accesibles y econd-
micas, estén al alcance de la mayoria de
los laboratorios y reflejan fielmente el
potencial fertilizante masculino.

Recientemente Jeyendran y col.?,
hon propuesto el estudio de la resisten-
cia osmética de la membrana espermai-
tica como indicador de la integridad
funcional de la membrana del gameto
masculino. Siendo este estudio de esca-
sa difusién en nuestro medio, nos pro-
pusimos en el presente trabajo investi-
gar comparativamente los espermetozoi-
des obtenidos de pacientes con fertili-
dad comprobada o integrantes de pare-
jas estériles evaluando:

—los parimetros convencionales del
espermograma y

—la resistencia osmética de la mem-
brana espermitica

A su vez intentamos determinar las
posibles correlaciones existentes entre
los hallazgos de! estudio convencional
del semer y la funcionalidad de Ja mem-

brana espermatica, como se revela a tra-
vés de su comportamiento en un medio
bipotérico.

MATERIAL Y METODOS

En todos los casos el semen se obtu-
vo por masturbacién, con un periodo
de abstinencia sexual entre 48 y 72 hs.
Las muestras se recogieron en recipien-
les estériles y fueron procesadas antes
de la primera hora del eyaculado. Los
28 casos estudiados se dividieron en 2
gupos: A) compuesto por 11 hombres
con fertilidad comprobada, es decir que
engendraron hijos en los dos tltimos
afios y no presentaron hasta la fecha
problemas de esterilidad. B) formado
por 17 hombres integrantes de parejas
yue consultaron por esterilidad.

Las edades oscilaron para el grupo
A entre 22 y 32 afios y pura el grupo B
entre 25 y 35 afios. /

En ambos grupos se evaluaron:

1. Caracteristicas fisicas: estas in-
cluyeron, volumen total del eyaculado,
color, viscocidad, turbidez pH vy aspec-
to del semen,

2. Motilidad: para lo cual se veriib
ma gota de semen que cayé de una
aguja 21 G sobre un portaobjetos y se
la cubrié con cubreobjeto de 20x20 mm.
Fue observada al microscopio de con-
iraste de fases (x400) y los espermato-
zoides clasificados en méviles v quie-
tos, v dentro de los primeros en pro-
gresivos rdpidos, progresivos lentos vy
n¢ progresivos u oscilatorios. Los resul-
tados se expresaron en % de las respec-
tivas formas.

3. Vitalidad: para evaluar el porcen-
trje de formas muertas, se utilizé la tée-
nica de coloracién supravital con eosina
5% ¢ En no menos de 200 células se
caantificaron las tefiidas (muertas) v
las no coloreadas (vivas)

4. Concentracion espermdtica: fue
determinada mediante e! método del
bemocitémetro, para lo cual se diluyé
el semen con agua destilada en pro-
porcién variable de acuerdo a la con-
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centracion espermatica estimada en go-
ta fresca. Se llené la cdmara de Nea-
bauer mejorada (Neubauer improved
chamber, 0,1 deep, 11400 s<qmm, Bausch
& Lomb) y fue leida al microscopio de
contraste de fases (x400), expresando
ws resultados en millones de esperma-
tozoides ml semen.

5. Morfologia espermdtica: un ex-
tendido de semen fresco fue secado ul
aire y se lo fij6 con una solucién 1 :1
de etancl 95% y éter. Cada preparado
fue tefiido con el método de Papanico-
laou?” y obsrevado al microscopio (x
1000) bajo inmersién en aceite de ce-
dro. En cada caso se coataron por lo
menos 200 espermatozoides y los resul-
tados fueron expresados en % de las
diferentes fermas segiin !a clasificacion
de MacLeod ' (Fig 1) y criterio es-
tricto de Kruger '.

Todas las determinaciones previa-
mente detalladas, fueron realizadas :e-

gun las recomendaciones de la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) ‘5.

6. Prueba de resistencia osmdtica
(PRO): se prepar6 una solucién de 150
mOsm/1 compuesta por 7.35 g de citrato
de sodio v 13,41 g de fructosa en 100
ml de agua bidestilada. La osmolaridad
fue corroborada por determinacién del
descenso del punto crioscopico a través
de un osmémetro digitalizado (Fiske os-
mometer, Fiske Associated Inc.). A 1
ml de esta solucién se afiadié 0.1 ml de
semen. Se lo agit6 suavemente con el
vortex y fue incubado en estufa ter-
mostatizada a 37°C durante 60 min.

Se colocd una gota de la mezcla en-
tre porta y cubre y fue cvaluada en I
microscopio de contraste de fases (x
460), evaludndose no menos de 50 aa-
metos en cada lectura. Los resultados
fueron expresados en porcentaje de
formas reactivas e integras, considerin-
dose en esta categoria a los esperma-
tozoides que por hiperhidratacién pre-
sentaron deformidad (hinchamiento) de
cabeza, pieza intermedia y/o cola 1
(Fig 2).

Todas las determinaciones fueron
realizadas por no menos de dos obser-
vadores experimentados y los resulta-
dos consignados representan el prome-
dio obtenido a partir de las lecturas
1ealizadas.

El procesamiento estadistico de lns
datos fue realizado empleando la prue-
ba “t” de Student y el coeficiente de
correlacién de Pearson.

RESULTADOS

La Tabla T muestra los resultados
obtenidos al evaluar los parAmétros del
espermograma convencional en los pa-
cientes integrantes de los grupos en es-
tudio. Como puede apreciarse, el grupo
A muestra porcentajes significativa-
mente mayores en lo que respecta a for-
mas méviles y répidas, mientras que en
ls referido a volumen, concentracién v
morfologia espermética, ambos grupos
son semejantes.

TABLA I: Caracteristicas del semen en pacientes con fertilidad comprobada (grupo A) y pacien-

tes integrantes de parejas estériles (grupo B).

PARAMETRO GRUPO A GRUPO B SIGNIFICACION
(n=11) (n=17)

VOLUMEN (ml)
CONCENTRACION 324 04 333 04
(x108/ml) 105.6 + 31.0 92.9 4 18.6
MOVILES (%) 588 4 45 424 4+ 48 p< 0.05
RAPIDOS (%) 518+ 55 339 + 57 p< 0.005
NORMALES (%) 311 3.0 251 4+ 21

Los valeres extremos fueron: volu-
men (ml): 0.7 — 48 (grupo A) y 65
63 (grupo B); concentracién (x10°%/
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wl): 32.2 - 380.5 (grupo A) y 2.8 — 236
fgrupo B); méviles (%): 40 — 85 (gru-
Po A) vy 5 — 75 (grupo B); répidos
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(70): 15 — 80 (grupo A) y0-—-175
(grupc B); espermatozoides morfold-
gcamente normales (%): 17 — 54 (gru-
ro A) y 10 — 37 (grupo B).

La Tabla IT muestra los resultados ob-
tenidos en la PRO. Como puede obser-

TABLA II: Resultados obtenidos en la PRO en

varse, el porcentaje de espermatozoides
reactivos ¢ integros de los pacientes con
fertilidad comprobada ( grupo A) fue
significativamente mayor aue en los in-
tegrantes de parejas estériles {p <
0.001).

pacientes con fertilidad comprobada (grupo A)

y pacientes integrantes de parejas estériles (grupo B).

PARAMETRO GRUPO A GRUPO B SIGNIFICACION
(n=11) (n=17)
PRO (%) 70.4 4+ 2.3 857 122 n < 0.001

Dado que el procesamiento estadisti-
co mediante la prueba “t” de Student
mostré que ambos grupos estudiados
difieren significativaments tanto en al-
. #unos pardmetros del espermograma
convencional como en la prueba de re-
sistencia osmética, fue de interéds inves-
tigar la existencia de correlacién esta-
cistica entre esos datos,

En la Tabla IIT se consignan los re-
sultados obtenidos al procesar nuestros

trsultados segtn el coeficiente de co-
rrelaciér: de Pearson. Como puede apre-
ciarse, la PRO se correlaciona de ma-
nera significativa con el porcentaje de
espermatozoides rdpidos, méviles o nor-
males. Ademds existe correlacién signi-
ficativa entre porcentaje de formas nor-
wales y porcentaje de espermatozoides
répidos.

TABLA III: Correlacién existente entre los parimetros estudiados segiin coeficiente de correla-

cibn de Pearson.

PARAMETROS r P n

PRO vs. RAPIDOS 0.51 < 0.005 28

PRO vs. NORMALES 0.41 < 005 28

PRO vs. MOVILES 0.43 < 0.05 28

NORM. vs. RAP. 0.51 < 0.005 28
DISCUSION procese de fertilizacién y las pruebas de

La integridad funciona! de ia mem-
brana espermética no es sélo importan-
te para el metabolismo de los gametos
sino también es un determinante poten-
cial de su capacidad fertilizante. Es bien
sabido que la unién exitosa del esper-
matozoide y el ovocito depende de pro-
fcsos previos tales como la capacita-
rién espermitica y la reaccién acroso-
mal ®, que involucran cambios en las
propiedades de las biomembranas. Por
lo tanto, la integridad morfolégica y
funcional de la membrana espermética
¢s de importancia fundamental para el

laboratorio que evaltien estos pardme-
w0s podrian ser de utilidad para pro-
nosticar la capacidad fecundante del ga-
meto masculino.

Los estudios histolégicos solo detec-
‘arfan  alteraciones morfolégicas rele-
vantes; de manera semejante, la colora-
cién con eosina evidencia disrupciones
de membranas debidas a injuria o muer-
te celular. Por lo tanto, el desarrollo e
técnicas de relativa sencillez y més sen-
sibles que detecten alteraciones funcio-
nales, atn previas a las morfolégicas, es
vna necesidad dentro de los estudios
androlégicos.
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Una propiedad de la membrana ce-
lular es su capacidad de permeabilidad
selectiva. Si se incuba una célula en un
medio hipoténico, el agna penetrard a la
misma para alcanzar el equilibrio os-
moético. Este influjo de agua incrementa
el volumen celular resultando en una
relacion superficie: volumen minima 10.
La cola del espermatozoide parece ser
particularmente susceptible a - dichas
condiciones hipoosmdticas. En 1966
Drevius y Ericksson® observaron que
cuando espermatozoides bovinos son ex-
puestos a soluciones hipoténicas (CINa
24 a 43 mM), las colas sufren hincha-
miento por hiperhidratacion. En 1984,
Jevendran y col. ", propusieron esta
1écnica para el estudio del semen hu-
mano en el diagnéstico de la infertili-
dad masculina, Puede asumirse que la
capacidad del espermatozoide para de-
formarse por retencién de agua en pre-
sencia de una solucion hipoosmdtica es
signo de que el transporte de agua a
fravés de la membrana ocurre normal-
mente, es decir, sugiere integridad mor-
folégica y actividad funcional norma!
de la membrana esperméatica.

Ademds, en ese trabajo los autores
st.n categoricos al afirmar haber encon-
trado una buena correlacién entre PRO
y el indice de penetracion de ovocitos
de hamster, proponiendo 2 la resistencia
osmotica como un parametro estrecha-
mente relacionado con la capacidad fer-
tilizante “in vitro”.

Por el contrario, en trabajos poste-
rores de Chan y col.?, estudiando a un
nimero considerablemente mayor de ca-
sos, califican a esta correlacion como
“insignificante” y como “débil” a la
existente entre PRO y morfologia (r=
0.32) 6 motilidad (=0.22).

Sin embargo, Van der Ven y col. 2
informan haber determinado una “fuer-
te” relacion entre los resultados de la
PRO vy la fertilizacién de ovocitos hu-
manos er un programa de fertilizacién
in vitro (FIV).

Como surge claramente de estos an-
lecedentes, no existe el presente una
cpinién universalmente aceptada en lo
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aue respecta al valor de la PRO como
parametro predictivo de la ecapacidad
fertilizante del semen hvmano.

Con las limitaciones relativas al nd-
mero de casos estudiados, podemos in-
ferir de nuestros resultados que en el
lote investigado, la PRO, el porcentaje
de formas moviles y el porcentaje de
espermatozoides rapidos, son pardme-
tros que definen claramente 2 grupos
distintos, es decir, el de <ujetos con fer-
titidad comprobada y el de aquéllos
que han consultado por esterilidad con-
vugal. Una caracteristica generalmente
bien aceptada como pronéstico para el
éxito del proceso reproductivo es la re-
ferida a morfologia ™. En los grupos
aqui estudiados, no detectamos diferen-
cias estadisticamente significativas, de-
bido probablemente, al raducido niime-
ro de observaciones; sin embargo, ¢l
porcentaje de espermatozoides norma-
les fue interior en el grupo B.

En cuanto al valor de la PRO como
pueba de estudio del semen, concorda-
mos en remarcar que refleja fundamen-
talmente la integridad funcional de la
membrana. Es obvio que esta estructu-
12 celular tiene una participacién rele-
vante en la movilidad v velocidad de
traslacién espermética. La buena co-
relacion  detectada entre estos pard-
metros apoya esta aseveracion.

Asimismo, el desplazamiento de las
gametas masculinas, obedece a leves
hidrodindmicas que son respetadas nor
su morfologia normal. la cual es con-
servada, entre otros factores por las hio-
membranas. Esto se ve reflejado en la
correlacién existente entre normales v
ripidos, y entre PRO y normales.

Ademés de su funcién estructural,
es sabido que la membrana espermé-
tica es asiento de complejas reacciones
moleculares (activacién enzimatica, oxi-
dacién de grupos sulfhidrilos, etc.) es-
trechamente ligados tanto a la trasla-
cién como a los procesos de activacién
v reaccion acrosomal % 2 Puesto que en
el presente trabajo no se investigé de
manera directa la capacidad fertilizante
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de los gametos, no podemos opinar ca-
tegéricamente si la PRO tiene valor
predictivo a este respecto.

Sin embargo, los antecedentes ex-
puestos, permiten afirmar que esta prue-
ba de relativa sencillez, constituye un
elemento til para contribuir a un es-
tudio més completo del semen humano

CONCLUSIONES

En las muestras estudiadas:

— El porcentaje de formas moviles,
rapidas o reactivas e integras fue sig-
nificativamente mayor en hombres fér-
t'les que en los integrantes de pareja
estéril, )

— La PRO se correlaciona de ma-
nera estadisticamente significativa con
les porcentaje de formas moviles, rapi-
¢os 0 de morfologia normal.

— A su vez, existe buena correlacion
entre porcentaje de formas rapidas o de
morfologia rormal.

— Postulamos que la PRO constiuye
mn elemento diagndstico accesible y re-
levante para el estudio del semen hu-
mano, en cuanto revela aspectos de la
funcionalidad de la membrana esper-
matica

SUMMARY

It is well accepted that routine ce-
men analysis is a useful tool for valua-
ticn of male potential fertility, In our
environment, HOST has been recently
applied as an additional approach which
early detects structural and/or functio-
nal alterations of the sperm membranes.

We investigated the possible rela-
tionship between some semen parame-
ters and HOST in males from A) fer-
tile couples (23-32 years old; n=11)
and B) sterile couples (25-35 years
old; n=171. Sperm concentration,
motility, morphology and HOST (se-
iren incubation in hypoosmotic saline
selution - sodium citrate and fructose,
150 mOsm/1 -, 37°C during 60 min)
were evaluated. In HOST determina-
tions, results higher than 60 % of swo-
llen cells are considered within the
normal range,

In our study, sperm from nales of
B group showed a significantly lower
percentage of hyperhydrated cells than
those from A group (55.74+22% and
704+23% respectively; p<.001). In
addition, a significant statistical corre-
lation between HOST vs motility or nor-
mal morphology was found. On the
contrary, we detected no correlation
between HOST vs sperm concentration
or volume. We suggest that develop-
ment and application of HOST as a
routine, can play an impertant role in
the evaluation and prognosis of an in-
tertile couple.

Fey words: hypoosmotic swelling test -
semen analysis - sperm morphology -
male sterility.
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