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RESUMEN 

En la clínica andrológica, el espermo-
gama es considerado como un indica-
dor adecuado del potencial fertilizante 
del paciente. Una prueba de segunda 
generación recientemente incorporada a 
los recursos diagnósticos en esta área 
es la prueba (le resistencia osmótica 

PRO), a la que se considera corno un 
detector precoz de fallas en la integri-
dad funcional (le la membrana del s- 
eimatozoide. 
En el presente trabajo. investigamos 

la relación entre los parámetros conven-
cionales del cspermograma y la PRO. 
Se estudiaron pacientes divididos en 2 
grupos: A) con fertilidad comprobada 
(23-32 años; n11) y B) integrantes 
de pareja estéril (25-35 años u17). 
Se determinaron: concentración esper-
jnática, motilidad, velocidad de trasla-
ción, morfología y PRO (incubación 
del semen en solución hipoosniótica de 
ctmto de sodio y fructosa. 150 mOsm/1. 
a 379C durante 60 mm). En condicio-
nes normales, más del 60 % de los es-
çei-matczoides muestran cambios morfo-
lógicos por hiperhidratación. 

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

eiste una correlación signficativa entre 
PRO vs. motilidad y porcentaje de for-
mus normales; no así entre PRO y con-
centración o volumen, hallazgos rete-
--antes en cuanto al diagnóstico y posi-
bilidad de aplicación de técnicas uní-
veisalmente aceptadas de reproducción 
asistida. 

Palabras clave: semen - prueba de re-
sistencia osmótica 

- eSpermocrama - 

uorfología espermática - fertilidad 
conyugal - esterilidad conyugal. 

1 NTRODUCION 

los problemas psicológicos, sexuales 
convugaie en las parejas estériles han 

sido extensamente estudiados 1,7,18,19 

Johnston y cal. 14 y Menning 16 
calificaron la esterilidad como la "prin-
cipal crisis existencial" en las parejas, 
origen de trastornos emocionales en Sus 
matrimonios y en sus relaciones sexua-
les. Freeman y co1. 2  realizaron una in-
vestigación pretratarniento de 200 na-
lejas y encontraron que e1 49 % de las 
mujeres y el 1557o de los hombres afir-
maban que la infertilidad era lía expe-
rt-rcia más traumática de sus vidas. 

O  El presento recibió el Premio al Mejor Trabajo del Area Clínica en el II Congreso Científico Argentino de Estudiantes de Medicina realizado en Córdoba 
en septiembre de 1991 y es publicado por disposición del Honorable Consejo Direc-tivo de la Facultad de Ciencias Médicas (RHCD 1530/91). 
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El 40 % de los casos de esterilidad 
couyngal son atribuibles a factor mas-
culino exclusivamente 9. Es por ello que 
la andrología ha experimentado rápi-
des adelantos y cada vez se reconoce 
más la importancia de la evaluación ob-
jeCva de la calidad y características 
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 concentración espermática, motilidad, 
nicrfo!ogía y otros parámetros físico-
químicos, no puede realmente predecir 
la capacidad funcional de los esperma-
tozoides para fertilizar "in vivo". En un 
intento de aproximarse a la evaluación 
más exacta de este parámetro, Yanagi-
machi y col. 21  desarrollaron un test que 
csudia la capacidad de ]os espermato-
zoides humanos para penetrar ovocitos 
de hainster denudados de zona pellúci-
da. Sin embargo, esta prueba es com-
pia, onerosa y los resultados obteni-
dos en diversos laboratorios son  aún 
discutibles 2,18  Es evidente por lo tan-
to, la necesidad actual de desarrollar 
pruebas que. siendo accesibles y econó-
micas, estén al alcance de la mayoría de 
los laboratorios y reflejan fielmente el 
potencial fertilizante masculino. 

Recientemente Jeyendran y col. , 

han propuesto el estudio de la resisten-
cia osmótica de la membrana espermá-
tica como indicador de la integridad 
funcional de la membrana del gameto 
n,9sculino. Siendo este estudio de esca-
sa difusión en nuestro medio, nos pro-
pusimos en el presente trabajo investi-
gar comparativamente los espermetOzoi-
de3 obtenidos de pacientes con fertili-
lad comprobada o integrantes de pare-
jas estériles evaluando: 

-los parámetros convencionales del 
espermograma y 

-la resistencia osmótica de la mem-
brana espermática 

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

brana espermática, como se revela a tra-
vés de su comportamiento en un medio 
I'potónico. 

MATERIAL Y METODOS 

En todos los casos el semen se obtu-
vo por masturbación, con un período 
de abstinencia sexual entre 48 y 72 lis. 
Las muestras se recogieron en recipien-
tes estériles y fueron procesadas antes 
de la primera hora del eyaculado. Los 
£8 casos estudiados se dividieron en 2 
gupos: A) compuesto por 11 hombres 
con fertilidad comprobada, es decir que 
exgendraron hijos en los dos últimos 
años y no presentaron hasta 1a fecha 
problemas de esterilidad. B) formado 
por 17 hombres integrantes de parejas 
que, consultaron por esterilidad. 

Las edades oscilaron para el grupo 
A entre 22 y  32 años y para el grupo B 
entre 25 y 35 años. 

En ambos grupos se evaluaron: 
Características físicas: estas in-

cluyeron, volumen total. del eyaculado, 
color, viscocidad, t-urhidez pH y aspei". 
to del semen. 

Motilidad: para lo cual se vertió 
ena gota de semen que cayó de una 
aguja 21 G sobre un poi taohjetos r  se 
la cubrió con cuhreobjeto de 20x20 mm. 
Fue observada al microscopio de con-
traste de fases (x 400) y los esprmato-
zoides clasificados en móviles y quie-
tos, y dentro de los primeros en pro-
gresivos rápidos, progresivos lentos y 
nc progresivos u oscilatorios. Los resul-
tados se expresaron en T, de las respec-
tivas formas. 

Vitalidad: para evaluar el porcen 
ttje de formas muertas, se utilizó la téc-
nica de coloración supravital con eosina 
57o 6. En no menos de 200 células se 
cuantificaron las teñidas (muertas') y 
Fas no coloreadas (vivas) 

Concentración espermática: fue 
determinada mediante e1  método del 
bemocitómetro, para lo cual se diluyó 
el semen con agua destilada en pro-
porción variable de acuerdo a la con- 
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ceutración espermática estimada en go-
ta fresca. Se llenó la cámara de Neu-
baucr mejorada (Neubauer improve' 
chamber, 0,1 deep, 11400 rqmrn, Bauseh 
& Lomb) y fue leída al microscopio de 
contraste de fases (x400). expresando 
is resultados en millones de esperma-
tozoides ml semen. 

Morfología esperinátiGa: un 
tendido de de semen fresco fue secado ii 
aire y se lo fijó con una solución .1:1 
de etanol 9517o y  éter. Cada preparado 
fue teñido con el método de Papanico-
1aou 17  y obsrevado al microscopio (x 
1000) bajo inmersión en aceite de ce-
ciro. En cada caso se contaron por jo 
menos 200 espermatozoides y los resul-
tados fueron expresados en % de las 
diferentes: fc.rmas scg la clasificación 
Je MacLeod 14  (Fg 1) y criterio s-
trcto de Kruger 13  

Todas las determinaciones urevia-
mente detalladas, fueron realizadas e 
gún las recomendaciones de la Organi-
zación Mundial de la Salud (OMS) . 

Prueba de resistencia osmótica 
(PRO): se preparó una solución de 150 
rnOsm/1 compuesta por 7.35 g de citrato 
de sodio y  13,41 g de fructosa en 100 
ml de agua bidestilada. La osmolaridad 
fue corroborada por determinación del 
descenso del plinto crioscópico a través 
de un osmómetro digitalizado (Fiskc os-
mometer, Fiske Associated Inc.). A 1 
yv'l (le esta solución se añadió 0.1 ml de 
semen. Se lo agité suavemente con el 
vrtex y fue incubado en estufa ter-
nostatizada a 379C durante 60 mm. 

Se colocó una gota do la mezcla en
tre porta y cubre y fue evaluada en el 
microscopio de contraste de fases (x 
460), evaluándose no menos de 50 ga-
metos en cada lectura. Los resultac1 s 
fueron expresados en porcentaje de 
formas reactivas e íntegras. considerm-
dcse en esta categoría a los esperma-
tozoides que por hiperhmclratación pre-
sentaron deformidad (hinchamiento) de 
cabeza, pieza intermedia y/o cola 10  
(Fig 2). 

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

El procesamiento estadístico de lo 
datos fue realizado empleando la prue-
ba "t" de Student y el coeficiente de 
correlación de Pearson. 

U ES Uf JADOS 

La Tabla 1 muestra los resultados 
obtenidos al evaluar los parámetros del 
esperniograma 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 móviles y rápidas, mientras que en 
lo referido a volumen, concentración y 
m&rfologa espermática, ambos grupos 
son semejantes. 

TABLA 1: Características del semen en pacientes con fertiTiclael comprobada (grupo A) y pacien-tes integrantes de parejas estériles (grupo B). 

PARAMETRO GRUPO A 
(n=1I) 

VOLUMEN (mi) 
CONCENTRACION 3.2 + 0.4 
(x106/m1) 105.6+31.0 
MOVILES (%) 56.8+ 4.5 
RÁPIDOS (%) 51.8+ 5.5 
NORMALES (%) 31.1 + 3.0 

Los vaicres extremos fueron: vo1.u-
mcn (mi): 0.7 - 4.8 (grupo A) y 0.5 
6.3 (grupo B); concentración (x1O 6/ 

Rey Fac Cknc Méd Córdoba 

GRUPO B SIGNIFICACION 
(n=17) 

3.3+ 0.4 
92.9 + 18.6 
42.4 4.8 i)< 0.05 
33.9 + 5.7 p< 0.005 
25.1+ 2.1 

ud): 32.2- 380.5 (grupo A) y  2.8 - 236 
( grupo B); móviles (%): 40 - 85 (gui-
po A) y 5 - 75 (grupo B); rápidos 
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(%): 15 - 80 (grupo A) y O - 75 
grupc B) espermatozoides morfoló-

gcamente normales (%): 17 - 54 (gru-
po A) y  10 - 37 (grupo B). 

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

arse, ci porcentaje de espermatozoides 
reactivos e íntegros de los pacientes con 
titiliclad comprobada (grupo A) fue 
significativamente mayor que en los in-
tegrantes de parejas estériles (p < 
0.001). 

TABLA 11: Resultados obtenidos en la PRO en pacientes con fertilidad comprobada (grupo A) y pacientes integrantes de parejas estériles (grupo B). 

PARAMETRO GRUPO A GRUPO B SIGNIFICAGION (n11) (n=17) 
PRO (%) 70.4 + 2.3 55.7 + 2.2 <0.001 

Dado que el procesamiento estadísti-
co mediante la prueba "t" de Student 
mostró que ambos grupos estudiados 
difieren significativamente tanto en al-
gunos parámetros del espermograrna 
convencional corno en la prueba de re-
sistencia osmótica, fue de interés inves-
tigar la existencia de correlación esta-
cljstica entre esos datos. 

En la Tabla III se consignan los Te- 
s, obtenidos al procesar nuestros  

rr'ultados según el coeficiente de co-
rrelación de Pearson. Como puede apre-
ciarse, la PRO se correlaciona de ma-
nera significativa con el porcentaje 'e 
espermatozoides rápidos, móviles o nor-
males. Además existe correlación signi-
ficativa entre porcentaje rle formas flor-
rrales y porcentaje de espermatozoides 
rápidos. 

TABLA 111: Correlación existente entre los par(trnetros estudiados según coeficiente de cosre a-ción de Pearson. 

PARATROS r p u 
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 

La integridad funciona! de la mem-
bi ana espermática no es sólo importan-
te para el metabolismo de los gametos 
sino también es un determinante potn-
cial de su capacidad fertilizante. Es bien 
sabido que la un ión exitosa del esper-
rnalozoide y el ovocito depende de pro-
csos previos tales corno la capacita-
ri6n espermática y la reacción acroso-
mal , que involucran cambios en las 
propiedades de las biomernbranas. Por 
lo tanto, la integridad morfológica y 
fi'ncional de la membrana espermática 
es de importancia fundamental para el  

proceso de fertilización y las pruebas de 
laboratorio que evalúen estos paráme- 

os podrían ser de utilidad para pro-
niosticar la capacidad fecundante del a-
nieto masculino. 

Los estudios histológicos solo detec- 
irían alteraciones morfológicas rele-

vantes; de manera semejante, la colon-
ción con eosina evidencia disrupciones 
de membranas debidas a injuria o muer-
+e celular. Por lo tanto. el desarrollo ;le 
técnicas de relativa sencillez y más sen-
sibles que detecten alteraciones funcio-
nales, aún previas a las morfológicas, es 
una necesidad dentro de los estudios 
andrológicos. 
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Una propiedad de la membrana ce-
Mar es su capacidad de permeabilidad 
selectiva. Si se incuba una célula en un 
medio hipotónico, el agua penetrará a la 
misma para alcanzar el equilibrio os-
niótico. Este influjo de agua incremcuta 
el volunien celular resultando en una 
ie]aci6n superficie: volumen mínima 10. 
La cola del esperniatozoidc parece .er 
particularmente susceptible a dichas 
condiciones hipoosmóticas. En 1966 
Drevitis y Ericksson observaron que 
cuando espermatozoides bovinos son ex-
puestos a soluciones hipotónicas (CINa 
24 a 43 mM), las colas sufren hincha-
miento por hiperhiclratación. En 1984, 
Jeyendran y col. propusieron esta 
lécnica paca el estudio del semen bu-
mano en el diagnóstico de la infertili-
dad masculina. Puede,  asumirse que la 
capacidad del espermatozoide para de-
frmarse por retención de agua en pre-
sencia de lina solución hipoosmótica es 
signo de que el transporte de agua a 
través de la membrana ocurre normal-
:mente, es decir, sugiere integridad mor-
fológica y actividad funcional normai 
de la membrana esperrnát'ca. 

Además, en ese trabajo los autores 
n.n categóricos al afirmar haber encon-
trado una buena correlación entre PRO 
',' el índice de penetración de OvøjtOS 
de hanister, proponiendo :t la resistencia 
osmótica como un parárretro estrecha-
mente relacionado con la capacidad fer-
tilizante "ir vitro''. 

Por el contrario, en trabajos poste- 
iores de ' Chan y col. , estudiando diad ui o a t 

número considerablemente mayor de ci-
sos, califican a esta correlación como 
"insignificante" y como "débil" a la 
existente entre PRO y mnrfología (i-
6.32) 6 motilidad (-0.22). 

Sin embargo, Van der Ven y col.  20  
informan haber determinado una "fuer-
te" relación entre los resultados de a 
PRO y la fertilización de ovocitos hu-
manos en un programa de fertilización 
ir. vitro (FIV). 

Como surge claramente de estos an-
ecedentes, no existe el presente tina 

opinión universalmente :tceptada en lo 
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ciue respecta al valor de Ja PRO como 
parámetro prcdictivo de la capacidad 
fertilizante del semen humano. 

Con las limitaciones relativas al iit'i-
ii'ero (le casos estudiados, podemos in-
ferir de nuestros resultados que en ci 
lote investigado, la PRO, el porcentaje 
de formas móviles y el porcentaje de 
espermatozoides rápidos, son paráne. 
(ros que definen claramente 2 grupos 
distintos, ('5 decir, ci de ':ujetos con fer-
tiidad comprobada y el de aquéllos 
que han consultado por esterilidad con-
yugal. Una característica generalmente 
hen aceptada entilo pronóstico para el 
éxito del proceso reproductivo es la re-
ferida a rnorfo1ogía n. En los grupos 
aquí estudiados. 110 detectamos dif('i'eii-
cias estadísticameute significativas, de-
l)tdO probablemente, al r-(hIcidlr) núme-
ro de observaciones; sin embargo. rl 
porcentaje de espermatozoides riornia-
les fue interior en el grupo B. 

En cuanto al valor de la PRO ('01110 

i»'mha de estudio del selrl.en, concorda-
rrcs en remarcar que refleja fundanir'n-
talmente la integridad funcional de la 
membrana. Es obvio que esta "struciit-
ia celular tiene una participación rele-
vante en la movilidad y velocidad (le 
traslación espermática. La buena c'o-
rreiación detectada entra estos l)tr-
metros apoya esta aseveración. 

Asimismo, el desplazamiento de 1 'os 
g-inietas masculinas, obedece a leves 
lidroclinamicas que son respetadas nor 
sil morfología normal, la cual es con-
servada, entre otros factores por las hin-
membranas. Esto se ve reflejado en la 
correlación existente entre normales y 
rápidos, y entre PRO y normales. 

Además de su función estructura1. 
es  sabido que la membrana espermó-
tica es asiento de complejas reacciones 
moleculares (activación enzimática, oxi-
dación de grupos sulfhidrilos, etc.) es-
t'echamente ligados tanto a la trasla-
ción como a ]os procesos de activación 

reacción acrosomal 4, 12. Puesto que en 
el presente trabajo no se investigó de 
manera directa la capacidad fertilizante 
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de los gametos, no podemos opinar ca-
tegóricamente si la PRO tiene valar 
predictivo a este respecto. 

Sin embargo, los antecedentes ex-
puestos, permiten afirmar que esta prue-
ba de relativa sencillez, constituye ita 

ciemento útil, para contribuir a unes-
tudio más completo del semen humano 

CONCLUSIONES 

En las muestras estudiadas: 

- El porcentaje de formas móviles, 
rápidas o reactivas e íntegras fue sig-
nificativamente mayor en hombres fér-
rIcs que en los integrantes (le pareja 
estéril. 
- La PRO se correlaciona de ma-

nera estadísticamente significativa con 
les porcentaje de formas móviles, rápi-
¿os o de morfología normal. 
- A su vez, existe buena correlación 

entre porcentaje de formas rápidas o de 
morfología normal. 
- Postulamos que la PRO constitive 

MI elemento diagnóstico accesible y re-
levante para el estudio del semen hu-
mano, en cuanto revela aspectos de la 
luncionalidad de la membrana esper-
rnótica 

SIJMMARY 

It is well accepted that routine 
men analyss is a useful tool for valua-
hen of maje potential fertility. In our 
environment. HOST has been recentiy 
applied as un additional apProacll which 
early dctects structural and/or functio-
nal alterations of t he sperm membranes. 

Wc inve tigateci the possih]e re1a-
tonship bctween sume semen parame- 

rs and HOST in males from A) fer-
zlle coapTes (23-:32 ycals oid; n11) 
and B) sterile couples (25-35 years 
oid; n-171. Spermii concentration, 
lrmttility, morphology and HOST (se- 
men incubation in hypoosmotic salme 
olutiOn - sodium citrate and fructose, 

10 møsm/1 -, 379C during 60 mm) 
vere evaluateci. In HOST determina-

tions, results higher than 60 % of swo-
lien cells are considered within the 
normal. range. 

In our study, sperm from nales of 
B group showcd a significantly lower 
percentage of hyperhydral cd cells than 
those from A group (55.7+2.27o and 
70.4+2.357e  respectively; p<.001). la 
atldition, a significant stalistica] corre-

ttion between HOST vs rnotilitv or nor-
mal morphology svas found. On the 

ntrary, Wc detected no correlation 
1 etween HOST vs sperm concentration 
('r volume. We suggest that clevelop-
mnent and application of HOST as a 
rnitine, can play un impc'rtant role in 
¡he evaluation and prognosis of un in-
'"rtile couplc. 

Key words: hypoosmriotic swelling test 
semen analysis - sperm niorphologv 
mnale sterility. 
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FIGURA : Representación •squ.mttca de la clasificación morfológica de los espermatozoide* humanos propuesta 
por MacL.od. 
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FIGURA 2: Representación esquemática de loe cambios 
morrológicos tfpicos de los aspermatozol 
des humanos sometidos a la prueba de re 
sistencia osmótica. (a): sin cambio.: 
(b)-(g): distintos tipos de cambios un le 
cola. Tomado de Jayandr.n y col.13 


