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PALABRAS CLAVE Resumen

Plasma seminal; Introduccion: La morfologia del espermatozoide es una caracteristica estrechamente relacio-
Osmolaridad; nada con la fertilidad del gameto masculino. Diversas patologias causantes de infertilidad llevan
Morfologia asociadas subpoblaciones espermaticas anomalas que, ademas, pueden verse acompanadas
espermatica; de osmolaridades alteradas. Hemos planteado un estudio experimental para establecer si el
Subpoblaciones aumento o la disminucion de la osmolaridad in vitro pueden alterar la morfologia espermatica
espermaticas original.

Material y métodos: Se han escogido aleatoriamente 42 pacientes que presentaban un semi-
nograma normal, segln los criterios de la OMS. Las muestras fueron procesadas mediante el
analizador SCA 5.4 (Sperm Class Analyzer) (Microptic S.L, Barcelona, Espana), tipo CASA. La
osmolaridad del plasma seminal se ha determinado mediante el osmometro Advanced 2020
3MO.

Resultados: Los ensayos in vitro realizados en 30 de los 42 pacientes nos muestran que el
aumento de la osmolaridad, a un valor el doble del normal (880 mOsm/kg), produce la pérdida
progresiva de la viabilidad de los espermatozoides y un aumento significativo de las formas
macrocefalicas, incremento del volumen y area del espermatozoide. En los 12 pacientes res-
tantes, la disminucion de la osmolaridad a la mitad (228 mOsmol/kg) no afecta a la viabilidad
espermatica, aunque el estudio de las subpoblaciones espermaticas nos muestra un aumento
de las formas microcefalicas, con disminucion del volumen y area cefalica.
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Introduccion

Discusién: La morfologia espermatica es adquirida de manera definitiva durante la maduracion
epididimaria. Constatamos que cambios en la osmolaridad del plasma seminal in vitro no pare-
cen afectar a esta. Solo con valores de osmolaridad extremadamente altos se observa que los
espermatozoides adquieren formas macrocefalicas, acompanandose con una pérdida progresiva
de la viabilidad. Estos ensayos nos pueden ayudar a entender el efecto bioquimico que puede
ejercer el plasma seminal en el gameto masculino.

© 2017 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion y Sociedad Espafola de
Fertilidad. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

*‘In vitro’’ study of the influence of seminal plasma osmolality in sperm morphology

Abstract

Introduction: Sperm morphology is a parameter closely related to the fertility of the male
gamete. Various infertility-causing disorders have been associated with anomalous sperm sub-
populations that may be accompanied by an altered osmolality. A pilot study was conducted
to determine whether the increase or decrease in in vitro osmolality can alter the original
morphology.

Material and methods: The study included 42 randomly selected patients who had been clas-
sified as normal according to WHO criteria. The samples were processed by a CASA - SCA
5.4 (Sperm Class Analyzer) (Microptic S.L, Barcelona, Spain). Seminal plasma osmolality was
measured using an Advanced Osmometer 2020 3MO.

Results: The in vitro assays carried out on 30 patients showed that an osmolality increase up
two times the reference value (880mOsm/kg), caused a progressive loss of sperm viability and a
significant increase in macrocephalic sperm heads, with an increase in sperm volume and area.
An osmolality decrease (half of the reference value, 228 mOsmol/kg) in a sample of 12 patients
had no effect on sperm viability, although the sperm sub-population study showed increased
micro-cephalic sperm with lower volume and cephalic area.

Discussion: Sperm morphology is acquired by sperm during the epididymal maturation. It was
found that changing in vitro seminal plasma osmolality did not seem to affect it. Only extremely
high values of osmolality cause the formation of macrocephalic sperm heads and a progressive
loss of viability. These in vitro assays can help us to understand the biochemical seminal plasma
effect in the male gamete.

© 2017 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion y Sociedad Espafiola de
Fertilidad. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

fluidos luminares del Utero y del oviducto (Suarez, 1999).
Esta situacion parece tener un efecto directo sobre la acti-

El espermatozoide solo esta en contacto con el plasma semi-
nal en el corto espacio de tiempo que el eyaculado se
deposita en la vagina, por lo que la posible importancia
funcional de este en el proceso de fecundacion parece ser,
al menos, cuestionable (Sullivan, 1999). El plasma seminal
puede no ser esencial para la funcion fecundante de los
espermatozoides, ya que espermatozoides extraidos direc-
tamente del conducto deferente pueden fecundar oocitos, e
incluso obtener gestaciones en algunas especies con insemi-
nacion de espermatozoides del epididimo (Ketamura et al.,
1996). Sin embargo, si parece ser esencial como transporta-
dor y protector de los espermatozoides en la mayoria de
los procesos de apareamiento, asi como por su contribu-
cion de factores nutricionales (Shivaji et al., 1990; Speroff
et al., 1999). No obstante, durante el transporte de los
espermatozoides en el tracto reproductor femenino, estos
van separandose progresivamente del plasma seminal, por
lo que su metabolismo se ve influido fuertemente por los

vidad metabdlica de los espermatozoides eyaculados, asi
como también puede estar relacionada con el desarrollo de
la capacidad fecundante y el incremento de la movilidad
de los espermatozoides (Suarez, 2008; Yao y Yeung, 1999).
De hecho, los espermatozoides se desprenden de todo el
plasma seminal antes de llegar al lugar de fecundacion, inde-
pendientemente de donde se deposite el semen durante el
coito, siendo muy improbable que en los momentos proxi-
mos a la ovulacidn, el plasma seminal penetre en los trompas
de Falopio. Ciertos componentes del plasma contribuyen
positivamente a la fertilidad de los espermatozoides como
por ejemplo estimulando la reaccion acrosémica (Palmerini
et al., 2003). Sin embargo, otros actlian como factores de
infertilidad, los cuales seran eliminados durante la capa-
citacion in vivo en el tracto genital femenino. Estos estan
compuestos principalmente por proteinas que inhiben la
motilidad, capacitacion y reaccion acrosémica de los esper-
matozoides (Shivaji et al., 1990).
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En la bibliografia se ha descrito que la morfologia
espermatica y el estudio de las subpoblaciones de esper-
matozoides es una variable estrechamente relacionada con
la fertilidad del gameto masculino (Auger, 2010; Menk-
veld, 2010; Menkveld et al., 2011). La zona pelucida es
una matriz de glicoproteinas que sintetiza y segrega el
oocito en crecimiento y que juega un papel fundamental
en los primeros momentos de la fertilizaciéon (Casanovas
y Coy, 2008; Bellido, 1997). Esta compuesta fundamental-
mente por secuencias repetidas formadas por tres unidades
glicoproteicas denominadas ZP1, ZP2 y ZP3. Los esperma-
tozoides con el acrosoma intacto pueden unirse a la ZP3 y
tras la union esta glicoproteina inicia la reaccion acroso-
mica. Se ha sefalado que las formas andmalas presentan
alteracion en el mecanismo de union con el oocito por la
llave bioquimica de la glicoproteina ZP3 (Casanovas y Coy,
2008).

Para estudiar y entender el efecto del cambio de la osmo-
laridad en el plasma seminal es necesario conocer que la
membrana espermatica es una estructura heterogénea y
dinamica que presenta 5 dominios diferentes: acrosoma,
segmento ecuatorial, region postacrosomal, pieza interme-
dia y cola (Manandhar y Sutovsky, 2007). Participa en el
reconocimiento y transporte de moléculas con funciones
especificas que permiten que el espermatozoide adapte su
metabolismo al medio circundante, proporcionandole un sis-
tema molecular para el reconocimiento del oocito (Bellido,
1997; Olivera et al., 2006). De aqui deriva que, la evaluacion
morfoldgica o estructural del espermatozoide hace énfasis
en la valoracion de la integridad de su membrana plasma-
ticay acrosomal. La integridad de la membrana espermatica
es fundamental para el metabolismo espermatico e impres-
cindible en varios eventos involucrados en la fecundacion,
como lo son la capacitacion, la reaccion acrosomica y la
fusién con el oocito. La valoracion de la integridad fun-
cional de la membrana plasmatica y membrana acrosomal
puede ser facilmente analizada usando pruebas sencillas y
practicas que valoran la capacidad funcional de estas mem-
branas a los cambios osméticos. Se basan en la reaccion de
estas membranas cuando se exponen a soluciones hipoos-
moéticas (Jeyendran et al., 1984; Correa y Zavos, 1994;
Van Derven et al., 1986) observando una alta correlacion
entre la respuesta del espermatozoide a un medio hiposmo-
tico y su capacidad de penetracién en oocito de hamster
libre de zona pellcida. Dentro de las pruebas desarrolla-
das a partir de este fendmeno destacan dos: el test de
enddsmosis o hiposmético (Hypoosmotic Swelling Test) y
el test de resistencia osmoética (ORT), los cuales valoran
dos regiones distintas del espermatozoide. El primer caso
es una prueba sencilla y rapida denominada Hypoosmotic
Swelling Test que se basa en el concepto fisiologico de la
semipermeabilidad de las membranas plasmaticas intactas
y bioquimicamente activas de los espermatozoides vivos,
las cuales absorben agua cuando son expuestas a una solu-
cién hiposmotica (Correa y Zavos, 1994; Van Derven et al.,
1986; Chan et al., 1991). Para que esta respuesta se pro-
duzca, la membrana plasmatica del espermatozoide debe
estar integra y con los mecanismos de intercambio de flui-
dos funcionando correctamente. Asi, en los espermatozoides
funcionalmente alterados no se produce la captacion selec-
tiva de agua de forma adecuada alcanzandose un equilibrio

pasivo entre los medios intra- y extracelular que no provoca
cambios morfologicos en la célula. También es utilizado en
reproduccion asistida para seleccionar los espermatozoides
vivos para la ICSI (inyeccion intracitoplasmatica de esper-
matozoides), cuando presentan movilidad reducida (Speroff
et al., 1999).

La sensibilidad del espermatozoide a la osmolaridad tam-
bién se ve al observar que estos presentaban diferentes
magnitudes morfométricas segin la osmolaridad del tipo de
fijacion o tincion utilizada (Maree et al., 2010; Yaniz et al.,
2015). Respecto el test de resistencia osmotica esta dirigido
al estudio de la membrana acrosémica, estando actualmente
su utilizacion restringida a trabajos de investigacion espe-
cificos (Correa y Zavos, 1994; Jeyendran et al., 1984; Van
Derven et al., 1986). Por otro lado nuestra experiencia con
dos casos clinicos nos ha reforzado en el propdsito de este
estudio:

Paciente 1: varon de 43 afios que acude a nuestro
servicio de reproduccion asistida tras varios afios de infer-
tilidad de la pareja, el paciente presentaba con una
severa teratozoospermia (0% de espermatozoides normales)
y en el estudio de las subpoblaciones de espermatozoi-
des con tecnologia Automated Sperm morphology Analysis
(ASMA), nos muestra un 60% de formas alargadas. El estu-
dio de la osmolaridad del plasma seminal nos muestra
un valor de 1,64 mOsm/kg/eyaculado (Vn=1,26 1,17-1,36
mOsm/kg/eyaculado), un aumento significativo de la osmo-
laridad respecto a los valores normales. Se remite al urélogo
y este descarta varicocele y el paciente entra en lista de
espera de ICSI.

Paciente 2: varon de 35 afnos remitido también a repro-
duccidn asistida por el urélogo con 5 afnos de infertilidad de
la pareja, sin ninguna patologia sobreanadida. Presenta un
seminograma normal con un 10% de espermatozoides norma-
les pero en el estudio de las subpoblaciones presenta un 50%
de formas redondas. El estudio de la osmolaridad del plasma
seminal nos muestra un valor de 0,73mOsm/kg/eyaculado
(Vn=1,26 1,17-1,36 mOsm/kg/eyaculado), significativa-
mente mas bajo respecto a los valores de referencia. El
paciente entra en lista de espera para IAC.

Por todo ello postulamos la hipdtesis de que la osmo-
laridad podria estar correlacionada con la morfologia del
espermatozoide y, por tanto, con la fertilidad. Este efecto
quedaria limitado al breve tiempo que el espermato-
zoide esta en contacto con el plasma seminal, cuando es
depositado en la vagina, pero el efecto podria ser tam-
bién relevante en las técnicas de reproduccion asistida,
puesto que los espermatozoides podrian permanecer en
contacto con el plasma seminal y otros medios durante
tiempos mayores. Hemos senalado que el espermatozoide
es una célula osmoéticamente sensible por lo que se plan-
tea si este corto periodo de tiempo podria ser suficiente
para modificar la morfologia del espermatozoide. En este
estudio se presenta una serie de ensayos in vitro en
los cuales se ha pretendido forzar las condiciones osmo-
ticas del plasma seminal original, siguiendo el modelo
del «Host test», y estudiar el efecto que estas condi-
ciones extremas produce en el espermatozoide mediante
el analisis morfologico avanzado con métodos automatiza-
dos tipo ASMA de fiabilidad reconocida (Mortimer et al.,
2015).
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Material y métodos
Poblacion de estudio

Se han estudiado 42 pacientes con una edad media de 36,7
anos, con un rango entre 17 y 48 afos. De ellos, 6 pacien-
tes procedian del Servicio de Esterilidad, 7 del Servicio de
Urologia y 29 restantes de consultas externas de centros
de Asistencia Primaria. Todos los pacientes fueron escogidos
aleatoriamente, estableciendo como requisito que presen-
taran un seminograma normal segUn los criterios de la OMS
(2010) para entrar en el ensayo (World Health Organization,
2010).

Estudio del semen

La recogida de la muestra de semen se ha realizado
siguiendo la normativa de la OMS y de la ESHRE (Monographs,
1999; World Health Organization, 2010). La concentracion y
la movilidad espermatica se han analizado con el analizador
automatizado SCA 5.4 (Sperm Class Analyzer) (Microptic S.L,
Barcelona, Espafna), tipo Computer Assay Semen Analysis,
utilizando camaras Leja desechables de 10 micras de espe-
sor y efectuando las lecturas de los campos necesarias para
1.000 espermatozoides, siguiendo las indicaciones de Aulesa
et al. (2006). El SCA se ha calibrado utilizando una rejilla
micrométrica Carl-Zeis, y el factor de conversion hallado fue
de 0,083648 pixel/pm. La vitalidad se ha realizado siguiendo
el método recomendado por la OMS con la tincién de colo-
rantes supravitales eosina-nigrosina al 10% (World Health
Organization, 2010). El estudio de la morfologia se ha rea-
lizado utilizando el moédulo automatico de morfologia del
SCA y empleando el método rapido de tincion Hemacolor
(Merck) modificado, siguiendo las indicaciones propuestas
por Ramirez et al. (2016), y con una diferenciacion de un
minimo de 200 espermatozoides. Los valores de referencia
que se han adoptado son los establecidos por la OMS (World
Health Organization, 2010). Se clasifica a un semen como
normal cuando cumple valores de volumen total de semen
recibido superior a 1,5mL, concentraciéon de espermatozoi-
des superior a 39 millones de espermatozoides/eyaculado,
movilidad progresiva (a+b) superior a un 32%, vitalidad
espermatica positiva con un valor superior al 55% y morfo-
logia normal superior a un 4% (segun el criterio de Kruger).
La osmolaridad del plasma seminal ha sido medida con un
osmometro Advanced 2020 modelo 3MO basado en el calculo
de la disminucion del punto de congelacion (freezing point
depression).

El laboratorio de Andrologia esta acreditado en el Pro-
grama Espanol de Evaluacion Externa de la Calidad del
Seminograma de Ceifer, lab 08100 registro 5D4704241006,
desde hace 5 afnos. La acreditacion Ceifer esta certificada a
nivel europeo por la ESHRE (Sociedad Europea de Reproduc-
cion Humana y Embriologia).

Protocolo de estudio de la influencia de la osmolaridad
en las subpoblaciones de espermatozoides

Protocolo aumento de la osmolaridad: con 30 muestras de
las escogidas aleatoriamente se tomaron dos alicuotas de
0,3mL que se situaron en tubos eppendorf. Uno de los
eppendorf se dejo con el semen sin aditivos y al otro se

le anadié 0,0150¢ de KH,PO, (PM=136,09), equivalente a
una osmolaridad de 400-500 mOsm/kg, y se agita la mues-
tra suavemente para disolver el fosfato. El objetivo fue que
dicha cantidad de fosfato anhadida doblara la osmolaridad
normal de la muestra de semen. Ambas muestras se dejaron
en estufa a 37°C durante 45 min.

Protocolo de disminucién de la osmolaridad: con 12
muestras de las escogidas aleatoriamente se tomaron dos
alicuotas de 0,3 mL que se situaron en tubos eppendorf. Uno
de los eppendorf se dejo con el semen sin aditivos y al otro
se le anadio 0,3 mL de agua destilada. El objetivo perseguido
fue que dicha cantidad de agua anadida redujera a la mitad
la osmolaridad normal de la muestra de semen. Ambas ali-
cuotas (una diluida con agua y la otra el semen original sin
tratamiento), se situaron en estufa a 37 °C durante 45 min.

Transcurridos los tiempos de incubacion de ambos pro-
tocolos, las muestras se centrifugaron suavemente a 200g
5 min y se separé el sobrenadante de cada muestra para
la determinacion de la osmolaridad. Con el sedimento de
espermatozoides se efectu6 una extension mediante exten-
sor semiautomatico Hemaprep (CellaVision). El frotis se tind
con el equipo Hemacolor modificado, siguiendo las indica-
ciones de modificacién de la tincion original propuesta por
Ramirez et al. (2016). Se analizan un minimo de 200 esper-
matozoides con el analizador de sémenes SCA obteniendo el
porcentaje de formas normales de la muestra y el estudio
porcentual de las subpoblaciones espermaticas.

Métodos de evaluacion y estadisticos

Los calculos de los resultados se efectuaron con los pro-
gramas estadisticos SPSS 19.0 (SPSS, Chicago, IL EE. UU.) y
MedCalc 10.0.2.0 (MedCalc. Software. Mariakerke, Bélgica).

Resultados

Los valores normales de osmolaridad se hallaron en 90
pacientes que presentaron un seminograma normal, que ya
fueron descritos anteriormente por Bergamo et al. (2017).
La distribucién de estos valores es gaussiana, con un valor
medio de osmolaridad de 421 mOsm/kg con un intervalo
de confianza del 95% de 412-431 mOsm/kg y expresado
en mOsm/kg/eyaculado presenta una media de 1,26 (1,17-
1,36 mOsm/kg/eyaculado). En la tabla 1 se muestran los

Tabla 1 Medias y Lim 95% de los parametros del semino-
grama de los pacientes seleccionados como grupo control

n=42 Media (Lim 95%)
Edad (anos) 36 (32-40)
Volumen (mL) 2,9 (2,3-3,6)
Recuento (mill/mL) 60 (45-76)
Recuento (mill/eyaculado) 203 (149-258)
Movilidad progresiva(% a +b) 36 (32-39)
Progresivos (mill/eyaculado) 73 (48-101)
Vitalidad (%) 55 (50-59)
Normales (%) 7 (5-9)
Normales (mill/eyaculado) 14 (7-23)
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Tabla 2 Medias de la morfologia avanzada y la osmolaridad del semen normal y con adicion de fosfato (n=30)

Semen normal Semen + fosfato F snedecor P
Normales 8% 11% 3,46 0,069
Cabeza
Microcefalicos (vn< 12%) 10% 7% 4,46 0,04
Macrocefalicos (vn< 13%) 13% 17% 3,97 0,052
Alargados (vn<26%) 29% 27% 0,74 0,39
Redondos (vn< 17%) 8% 8% 0,004 0,95
Piriformes (vn< 10%) 6% 5% 0,059 0,809
Acrosoma-micro (vn< 15%) 9% 9% 0,219 0,642
Amorfos (vn<5%) 1% 1% 1,7 0,198
Zona intermedia
Andmala (vn<7%) 4% 5% 0,134 0,716
Insercion anoémala (vn< 8%) 6% 5% 0,204 0,653
Inmaduros (vn< 5%) 3% 2% 1,645 0,205
Flagelo anomalo (vn< 4%) 3% 3% 0,392 0,534
Osmolaridad (mOsm/kg) 405 880 155,027 <0,001"

Vn : valores normales.
" Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

resultados de la media de los parametros del seminograma
de los 42 pacientes que han integrado el estudio.

Estudio del aumento de la osmolaridad

En la tabla 2 se muestran los resultados de las medias de
la morfologia normal y de las subpoblaciones espermaticas
del grupo de 30 pacientes originales y tratadas con el fos-
fato para duplicar su osmolaridad, junto con las medias de la
osmolaridad de cada subgrupo. El analisis estadistico com-
parativo de los resultados de la tabla 2 se realiz6 aplicando
el test de Anova al estudio de las medias de ambas subpo-
blaciones, previa comprobacion de la homogeneidad de las
varianzas con el test de Levene (p>0,05). Estos resultados
nos muestran que existen diferencias entre las subpobla-
ciones de espermatozoides al aumentar la osmolaridad del
plasma seminal, con un aumento de las formas macrocefa-
licas de forma significativa (p<0,05) y disminucion de las
microcefalicas de forma no significativa (p>0,05), sin que
se observe una alteracion significativa en el porcentaje nor-
mal. En el analisis visual de la morfologia realizado por el
SCA no se observé ninguna alteracion en los espermatozoi-
des que nos indique una desestructuracion de la membrana
celular. En la tabla 3 se muestran los valores morfométri-
cos de los espermatozoides analizados de ambos subgrupos.
En el analisis estadistico de estos resultados solamente la
longitud de la cabeza del espermatozoide y el volumen cefa-
lico presentan un aumento significativo (p<0,05). El analisis
complementario de viabilidad de las muestras mediante
el analisis de la vitalidad con el método eosina/nigrosina
nos muestra una total y progresiva pérdida de la viabilidad
celular de las muestras en que se aument6 la osmolari-
dad del plasma. Para descartar una pérdida de viabilidad
por motivos no osmoticos, como el consumo de la fructosa
durante la incubacion a 37°C, se determind la fructosa y el
pH y no se observaron alteraciones significativas en ningun
caso.

Estudio de la disminucion de la osmolaridad

En la tabla 4 se muestran las medias de la morfologia nor-
mal y de las subpoblaciones espermaticas de las 12 muestras
originales y diluidas, junto con las medias de la osmolari-
dad de cada subgrupo. El analisis estadistico comparativo
de los resultados (tabla 4) se realizo aplicando el test de
Anova al estudio de las medias de ambas subpoblaciones,
previa comprobacion de la homogeneidad de las varian-
zas con el test de Levene (p>0,05). Estos resultados nos
senalan que en las muestras con osmolaridad reducida se
produce un aumento de las subpoblaciones microcefalicas
y una reduccion de las formas macrocefalicas, con valo-
res no significativos (p>0,05). En la tabla 5 se muestran
los valores morfométricos de los espermatozoides analiza-
dos de ambos subgrupos. En el analisis estadistico de estos
resultados se observa una disminucion de longitud, anchura,
area, perimetro y volumen cefalicos del espermatozoide,
aunque esta disminucion tampoco es significativa (p >0,05).
El analisis visual realizado en el SCA para realizar el ana-
lisis de la morfologia tipo ASMA, nos muestra que en un
ambiente hipoosmolar se producen fenémenos de hinchazon
de la cola del espermatozoide, similares a los observados en
el Host-test, sin que se observe alteracion macroscopica de
la cabeza del espermatozoide. El analisis complementario
de viabilidad de las muestras a las que se les ha disminuido
la osmolaridad del plasma nos muestra una conservacion de
la viabilidad celular después del tratamiento.

Discusion

La funcion del plasma seminal en el proceso de fecundacion
del 6vulo es controvertida (Sullivan, 1999), Ketamura et al.
(1996) sehalan que espermatozoides extraidos del deferente
pueden ser utilizados en reproduccién asistida con éxito,
por lo que minimiza la importancia del plasma seminal en
el proceso de fecundacion. En cambio otros autores como
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Tabla 3 Medias en um de las magnitudes del espermatozoides normal y con adicion de fosfato (n=30)

Semen normal Semen + fosfato F snedecor P

Cabeza

Longitud (vn=4,17-4,48 um) 4,39 4,67 4,31 0,043

Anchura (vn=2,29-2,63 um) 2,5 2,65 1,115 0,296

Area (vn=11,24-11,95 pm2) 11,89 12,38 3,092 0,085

Perimetro (vn=12,65-13,38 um) 13,14 13,44 1,943 0,169

Acrosoma (vn = 36,55-41,89%) 41,68 40,41 0,352 0,556

Volumen (vn=11,45-16,23 pm3) 14,36 17,17 4,69 0,001
Zona intermedia

Ancho(vn =0,75-0,98 um) 0,93 0,96 0,306 0,583

Area (vn=1,41-1,78 um2) 1,71 1,85 1,511 0,224

Angulo insercion del flagelo(vn =11,35-14,481°) 12,68 12,62 0,004 0,953

Vn : valores normales. Calibracion rejilla micrométrica Carl-Zeis 0,083648 pixel/micrometro.
" Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Tabla 4 Medias de la morfologia avanzada y la osmolaridad del semen normal y con adicion de agua destilada (n=12)

Semen normal Semen diluido /2 F snedecor P

Normales 8% 10% 0,72 0,405
Cabeza

Microcefalicos (vn< 12%) 13% 16% 1,62 0,275

Macrocefalicos (vn< 13%) 13% 10% 0,46 0,506

Alargados (vn<26%) 20% 20% 0,01 1

Redondos (vn< 17%) 11% 12% 0,13 0,726

Piriformes (vn< 10%) 6% 5% 0,27 0,113

Acrosoma-micro (vn< 15%) 13% 11% 0,994 0,331

Amorfos (vn< 5%) 2% 3% 0,01 1
Zona intermedia

Andmala (vn<7%) 7% 8% 0,543 0,47

Insercion andémala (vn< 8%) 8% 10% 1,47 0,239

Inmaduros (vn< 5%) 2% 2% 0,2 0,659
Cola

Flagelo anémalo (vn< 4%) 2% 3% 0,01 0,99

Osmolaridad (mOsm/kg) 471 228 127 <0,001"

Vn : valores normales.
" Diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Tabla5 Medias en um de las magnitudes del espermatozoides normal y con adicion de agua destilada (n=12)

Semen normal Semen diluido /2 F snedecor P

Cabeza

Longitud (vn=4,17-4,48 um) 4,18 4,09 0,2 0,66

Anchura (vn=2,29-2,63 um) 2,55 2,36 0,69 0,41

Area (vn=11,24-11,95 pm2) 11,27 10,73 0,6 0,45

Perimetro (vn=12,65-13,38 um) 12,64 12,36 0,43 0,52

Acrosoma (vn = 36,55-41,89%) 36,82 42,45 1,56 0,22

Volumen (vn=11,45-16,23 pm?3) 14,23 11,93 0,473 0,499
Zona intermedia

Ancho(vn=0,75-0,98 um) 0,73 0,55 0,74 0,4

Area (vn=1,41-1,78 um2) 1,27 1 1 0,33

Angulo insercion del flagelo(vn = 11,35-14,481°) 12,18 13,09 0,38 0,55

Vn : valores normales.



Influencia de la osmolaridad del plasma seminal sobre la morfologia espermatica 39

Shivaji et al. (1990), Speroff et al. (1999), Suarez et al.
(1999) o Yao et al. (1999), describen la importancia del
plasma seminal en el aislamiento de proteinas activado-
ras e inhibidoras de la reaccion acrosomica, que precede
al desencadenamiento del mecanismo de ZP3 en la dicha
reaccion. La bibliografia mas reciente presenta el estu-
dio protedémico del plasma seminal en individuos normales
(Gupta et al., 2015) y con varicoceles (Agarwal et al.,
2015), como una linea de investigacion que puede estable-
cer una nueva interpretacion de los estudios de infertilidad
y reproduccion asistida de la pareja (Cooper, 1986). Recien-
temente, Bergamo et al. (2017), ha descrito la actualizacion
de la determinacion de los componentes bioquimicos clasi-
cos (proteinas totales, glucosa, fructosa, diversos iones...),
con las nuevas metodologias analiticas realizadas con los
autoanalizadores actuales. Y también han hallado los valo-
res normales de nuevos parametros, como la osmolaridad del
plasma seminal, que hasta ahora no se habian considerado.
Se plantea que el sodio, potasio, fosforo, calcio y glu-
cosa son los principales responsables de la osmolaridad del
plasma.

Otro punto controvertido es de como y en qué fase
de maduracion el espermatozoide adquiere la morfologia
espermatica. Varios autores plantean que la maduracion del
espermatozoide se produce en el epididimo, y que las gli-
coproteinas no son los Unicos componentes de la membrana
que cambian durante la maduracion epididimaria (Cooper,
1986; Cooper, 2011; Meniru, 2004). Los lipidos también cam-
bian su composicion, asi como sus propiedades fisicas y
quimicas (Dhindsa y Bahle, 2012). Yanagimachi et al. (1994)
sefalan que algunos de estos cambios en la composicion y
contenido de lipidos podrian causar diferencias en la suscep-
tibilidad al choque térmico, en la fluidez de la membrana o
cambios en la permeabilidad de esta.

También se ha planteado como tema de debate la rela-
cion entre membrana plasmatica y morfologia espermatica,
y su interaccion con el sistema ZP. Algunos autores, como
Casanovas (2008) senalan que es necesario una forma nor-
mal del espermatozoide para desencadenar el mecanismo
de reconocimiento entre espermatozoide y capa pellcida;
en cambio otros como Meniru et al. (2004) o Dhindsa et al.
(2012) plantean que cuando los espermatozoides han com-
pletado la reaccion acrosémica pueden unirse a la ZP2 sin
importar su morfologia. Diversos autores como Jeyendran
et al. (1984) o Van Derven et al. (1986) presentan también
la importancia de la funcion de la membrana plasmatica y
acrosomica en la fecundacion, y preconizan pruebas osmo-
ticas como el Host test o ROS para estudiar la viabilidad de
los espermatozoides para la reproduccion asistida, indepen-
dientemente de su morfologia. La relacion de la morfologia
del espermatozoide y la tasa de fertilidad esta bien docu-
mentada (Auger, 2010; Menkveld et al., 2011) y nos muestra
que la disminucién de formas normales reduce significativa-
mente la tasa de fertilidad de las muestras de fecundacion
in vitro (Meniru, 2004).

En este trabajo se ha estudiado como el aumento y dis-
minucion de la osmolaridad podria influir en la morfologia
normal y las subpoblaciones espermaticas, con ensayos in
vitro y posterior analisis de su morfologia. Gracias a la
nueva metodologia empleada en el analisis morfologico tipo
ASMA, hemos constatado que al disminuir la osmolaridad
del medio de los espermatozoides, la membrana celular del

flagelo se hincha, adquiriendo el espermatozoide una mor-
fologia parecida a la que adquiere en el Host test (Correa
y Zavos, 1994), aunque en la cabeza del espermatozoide
macroscopicamente no se observa alteracion. En el ana-
lisis de morfologia realizado por el SCA, se observa una
disminucion de la media de su volumen cefalico, ocasio-
nando el aumento de la subpoblacion de espermatozoides
microcefalicos, aunque no significativa (p >0,05). La varia-
cion es opuesta a la explicable mediante el paso normal de
agua en una membrana semipermeable, pudiendo explicarse
mediante mecanismos fisiologicos descritos por Yeung et al.
(2006). Estos autores describen que el espermatozoide es
una célula osmoéticamente muy activa, provista de muiltiples
mecanismos de control homeostasico de su volumen celular,
principalmente canales i6nicos, que permiten al esperma-
tozoide la regulacion de su volumen celular al producirse
cambios importantes en la osmolaridad de su entorno. Tam-
bién Yeung et al. (2006), describen receptores de proteinas
que tienen su maxima expresion en la zona del cuello y cola
del espermatozoide y que se activan en ambientes hipoos-
molares con una reduccion del volumen de la cabeza del
espermatozoide conocida como regulatory volume decrease
(RDV), y cambio de la forma del flagelo para evitar un exce-
sivo estrés de la membrana plasmatica, con enrolamiento o
angulacion con una acomodacion geométrica para conservar
la misma area superficial del espermatozoide, lo que faci-
litaria el desplazamiento del espermatozoide en el tracto
femenino.

En nuestros resultados se detecta esta disminucion del
volumen de la cabeza, pero no han detectado sin embargo
cambios de tamano ni de angulaciones de la zona interme-
dia del espermatozoide como describen Yeung et al. (2006).
Creemos que en nuestros ensayos, las condiciones osmola-
res no han sido suficientes o son simplemente diferentes,
para activar los mecanismos especificos de regulacion, situa-
dos en la zona del cuello e intermedia del espermatozoide.
El analisis complementario de la viabilidad celular con el
test de vitalidad nos muestra que la hipoosmolaridad no
parece afectar la membrana celular del espermatozoide al
ponerse en marcha los mecanismos homeostasicos descri-
tos por Yeung et al. para neutralizar el cambio osmolar y
se conserva la viabilidad celular, pudiéndose emplear estos
espermatozoides en reproduccion asistida.

El analisis de los resultados al aumentar la osmolari-
dad del plasma seminal, nos muestran que se produce un
aumento del volumen cefalico y un aumento de la lon-
gitud del eje transversal del espermatozoide de forma
significativa (p<0,05), por lo que crecen las subpoblaciones
macrocefalicas aunque de forma no significativa y disminu-
yen las microcefalicas de forma significativa (p<0,05). Esta
variacion de tamano mas acusada que en otro experimento
y con un mayor nimero de pacientes, podria explicarse por
mecanismos opuestos a los descritos anteriormente, en un
proceso conocido como regulatory volume increase. Este
proceso, menos estudiado en la bibliografia que el RVD,
podria haber sido mas facilmente detectado que el RDV
debido a nuestras condiciones experimentales, proponién-
dose que podrian haber superado la capacidad del regulatory
volume increase conduciendo a una desestructuraciéon de
la membrana plasmatica debido al shock hiperosmolar que
puede producir la alta concentracion de fosfato. La hipotesis
de la desestructuracion de la membrana quedaria reforzada
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por la pérdida significativa de la viabilidad observada en los
espermatozoides, que los inhabilita para su utilizacion en
reproduccion asistida.

Con los resultados de estos ensayos podemos concluir que
la osmolaridad del plasma seminal no parece estar relacio-
nada con la morfologia del espermatozoide, confirmando
que esta se establece en el microambiente del epididimo
(Cooper, 1986; Cooper, 2011), en los 10-15 dias en que el
espermatozoide sufre un proceso de maduracion desde la
cola del epididimo hasta su cabeza. La osmolaridad podria
no ser uno de los muchos factores determinantes que hace
que la cabeza del espermatozoide adquiera una forma alar-
gada o piriforme en los varicoceles (American Urological
Association and the practice committee of American Society
for Reproductive Medecine, 2004; Jarow et al., 1996; Wein
et al., 2008) y redonda en la diabetes. Parametros como
el reactive oxygen substances y antioxidant total capacity
pueden ser factores coadyuvantes de la forma que adquiera
el espermatozoide y que permanece inalterable hasta su
depdsito en la vagina (Baker y Aitken, 2005; Homa et al.,
2015; Pasqualotto et al., 2008; Plessis et al., 2015). Nuestros
estudios in vitro han constatado que la morfologia del esper-
matozoide no es una caracteristica que pueda ser modificada
de una manera significativa por los cambios de osmolaridad
del plasma seminal. Aunque se evidencian alteraciones por
mecanismos compensatorios propios de la célula, la osmo-
laridad del plasma seminal no es suficiente para modificar
la morfologia del espermatozoide aun con los valores mas
extremos en los que se alcanza la pérdida de viabilidad. Seria
el periodo de tiempo de maduracion del espermatozoide en
el epididimo el que establece la forma del espermatozoide
y, por ende, también la disminucién en la fertilidad de las
formas anémalas.
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