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RESUMEN

“Impacto de la congelacion de semen en resultados de FIV.”

Roiz Castro J, Rosales de Leon J.

Antecedentes: Aunque los espermatozoides humanos se han criopreservado con éxito desde
1949, el uso de semen criopreservado no se generalizé hasta la década de 1980.* El reciente
aumento dramatico en su uso ha sido provocado por una serie de multiples factores. El uso de
esperma de donante es una parte integral de la fertilizacion in vitro y transferencia de embriones
(FIV-ET) en parejas con infertilidad masculina y en mujeres solteras. Es bien sabido que la
inseminacidn intrauterina con esperma criopreservado da como resultado una tasa de embarazo
mas baja en comparacién con el esperma fresco, pero muchos estudios han demostrado que las
tasas de fertilizacion y embarazo para ICSI usando espermatozoides criopreservados son

similares a las de ICSI usando esperma recién obtenido.*

Objetivo: Determinar si el uso de esperma criopreservado afecta los resultados de fertilizacion
In-Vitro.

Material y Métodos: Se llevo a cabo un estudio retrospectivo de cohorte comparativo
transversal. EI muestreo se realizo en pacientes que acudieron al centro de fertilidad IECH
Monterrey, en un periodo del 2018 al 2020, que fueron sometidos a tratamiento de alta
complejidad con muestras de semen criopreservado, comparando con aquellos que realizaron

procedimientos con muestras en fresco de semen dentro de los rangos normales.

Aspectos éticos: Basado en el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de

Investigacion para la Salud, nuestra investigacion se considera como de riesgo minimo.

Palabras clave: criopreservacion, muestra donante, reproduccion humana asistida



ANTECEDENTES

En 1776, cuando Lazaro Spallanzani, sacerdote y fisidlogo italiano, informé por primera vez
que los espermatozoides se volvian inmdéviles cuando se enfriaban con la nieve, surgio el interés
por el almacenamiento y la criopreservacion de espermatozoides. No fue hasta 1866 que
Montegazza sugirié que “un hombre que muere en el campo de batalla puede engendrar un
heredero legal con su semen congelado y almacenado en casa .

Muchos observadores a finales de la década de 1930 y principios de 1940, descubrieron que
los espermatozoides podrian sobrevivir a la congelacion a temperaturas inferiores a 321 ° F (-
160 ° C). Sin embargo, esta supervivencia que se veia fue limitada en ausencia de un
crioprotector como el glicerol. Cuando estos crioprotectores fueron descubiertos, los estudios
de criopreservacion de esperma se aceleraron en los campos de la medicina animal y
veterinaria. Las tasas de concepcion a partir de esperma descongelado promediaron el 65% en

las vacas. Manteniendo esta tasa sin cambios durante los ultimos 30 afos. 4

Se informd del primer embarazo humano con esperma congelado en 1953.% Debido a que se
produjeron mejoras y avances en relacion a la técnica de criopreservacion. Una técnica practica
y exitosa, demostrando que los espermatozoides humanos, después de ser congelados y
almacenados en hielo seco (-78 ° C), fueron capaces de fertilizar y dar un posterior desarrollo
de la progenie normal.® Empero a la controversia moral y legal al uso de la inseminacion
artificial, no fue hasta el XI Congreso Internacional de Genética en 1963 que se informo de

este avance, creando asi un interés en el banco de esperma humano. *

Los principios basicos de la técnica refinada desde 1953 han demostrado ser adecuados para el
establecimiento de criobancos clinicos, que durante los ultimos 30 afios se han producido varias
mejoras que han dado como resultado una descendencia normal y saludable en varias partes
del mundo.2*®
La introduccion en 1963 de un método para congelar el semen humano, en vapor de nitrégeno
liquido y su almacenamiento a -196 °C, fue seguida por informes donde se obtuvieron
productos normales sin alteraciones.®
El almacenamiento en nitrégeno liquido (-384°F / -196°C) agregando al medio, extensores que
contienen crioprotectores se ha convertido en el estandar, teniendo como funciones principales:
1. Optimizar la presion osmética y el pH
2. Proporcionar una fuente de energia para evitar el uso indeseable de fosfolipidos
espermaticos intracelulares

3. Prevenir la contaminacion bacteriana al incluir un antibiético



4. Permitir la dilucién del semen mientras se contrarrestan los efectos nocivos sobre la

supervivencia producida por una alta dilucion.

Actualmente, las soluciones de criprotectores utilizadas se han estandarizado y estan
disponibles comercialmente. Ademas, se han implementado diferentes técnicas y mecanismos
de criopreservacion con la finalidad de mejorar los resultados y disminuir el dafio ocasionado
en los espermatozoides. Por ejemplo, los congeladores de velocidad controlada programables,
estan construidos para mantener la temperatura de manera precisay uniforme en toda la camara,
y asi pueden usarse para congelar muestras de manera reproducible. Asimismo la
implementacion de criopreservacion rapida y ultrarrapida ha permitido mejorar la calidad de

las muestras post descongelacion.3®

Los procedimientos de congelacion y descongelacion satisfactorios garantizan que se mantenga
la integridad estructural y las propiedades funcionales de las células. Existe la creencia que la
manipulacion del esperma pudiera generar un impacto negativo en los resultados de
Fertilizacion In Vitro (FIV) aun cuando el esperma congelado y descongelado presenta
adecuadas caracteristicas, lo cual se piensa que puede ser causado debido al dafio intracelular,

principal fuente de dafio celular durante el proceso.

Las tasas mas bajas de concepcion de espermatozoides criopreservados se han atribuido
principalmente a una menor capacidad de fertilizacién y una vida Gtil més corta. Hay informes
de que el dafo a la ultraestructura de la cabeza del esperma, el dafio al sistema metabolico del
esperma, lleva a una menor motilidad progresiva, y dafio pronunciado de la membrana que
resulta en una fuga prematura del acrosoma y se relaciona con el resultado de la inseminacién.*
28,29 No obstante, la criopreservacion del semen humano no solo pudiera causar dafio en
diferentes niveles celulares, sino que también tiene un efecto dependiente del tiempo a nivel
del citoesqueleto del esperma.?® Otros estudios han informado que la congelacion del esperma
de donante a largo plazo no afect6 la integridad del ADN, ni la concentracion de la motilidad
progresiva. A diferencia del crioalmacenamiento a corto plazo, esta Gltima puede afectar la
integridad del ADN.?°

Se ha considerado gue la concentracion de motilidad progresiva es la referencia mas importante
para evaluar la tasa de embarazo de las técnicas de reproduccién con donante de esperma

congelado.



MARCO TEORICO

Aungue los espermatozoides humanos se han criopreservado con éxito desde 1949, el uso de
semen criopreservado no se generalizo hasta la década de 1980. El reciente aumento en su uso
ha sido provocado por una serie de factores: el refinamiento de las técnicas de criopreservacion,
los principales avances en las tecnologias de reproduccion asistida, la necesidad de poner en
cuarentena muestras libres de enfermedades, la conveniencia y accesibilidad asociada con el
semen criopreservado, y el importante aumento en el nimero de parejas infértiles y la voluntad

de estas parejas para abordar sus problemas de infertilidad.*

Es bien sabido que la inseminacion intrauterina con esperma criopreservado da como resultado
una tasa de embarazo méas baja en comparacion con el esperma fresco, pero muchos estudios
han demostrado que las tasas de fertilizacion y embarazo para Inyeccion Instracitoplasmatica
ICSI usando espermatozoides criopreservados son similares a las de ICSI usando esperma

recién obtenido.*

En 1990, Mahmood Morshedi, Ph.D.t y col. en Howard y Georgeanna Jones Instituto de
Medicina Reproductiva, Facultad de Medicina de Virginia Oriental, evaluaron los resultados
de FIV en 54 ciclos utilizando semen criopreservado y descongelado de donantes fértiles. Los
controles fueron pacientes de FIV emparejados por periodo de tiempo, edad femenina,
protocolo de estimulacién, nimero de pre embriones transferidos y ausencia de un factor
masculino utilizando muestras de semen normal recién eyaculado. En el grupo de estudio y los
controles, respectivamente, la motilidad progresiva posterior a la descongelacion fue de 83.1%
y el 89.5%; la tasa de fertilizacion de los ovocitos preovulatorios (91.8%, 95.7%) y la tasa de
embarazo en curso por transferencia (21.1%, 25%) fueron similares. La excelente tasa de
fertilizacién con semen congelado y descongelado se logr6 mediante inseminacion de alta
concentracion (0.5 X 106 espermatozoides moviles / mL). Con el uso de muestras congeladas
y descongeladas de hombres infértiles (muestras normales y subfértiles), la tasa de embarazo
en curso fue similar pero la tasa de fertilizacion fue menor. Concluyeron que el semen

criopreservado es una opcion valiosa para las parejas infértiles en la terapia de FIV.4 2627

La fertilizacion in vitro con esperma de donante (FIV-D) es un modelo Util para estudiar el
impacto que tiene la criopreservacion en la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides.
La FIV-D en comparacion con la inseminacion artificial con esperma de donante (AID), ofrece
la posibilidad de observar directamente el proceso de fertilizacién en una gran cantidad de

ovocitos. Sin embargo, debido a que la motilidad de las muestras de esperma congeladas y
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descongeladas suele ser baja, la preparacion para la FIV conduce con frecuencia a recuentos
preocupantes de muestras con motilidad baja. Debido a los recientes avances en reproduccion
asistida, se pueden utilizar con éxito cuentas bajas de motilidad espermatica, incluso

espermatozoides inmoviles pero viables para la fertilizacion de ovocitos mediante ICSI.°

En el 2007 en Centros médicos académicos y privados, Edson Borges Jr y col. evaluaron las
tasas de fertilizacion, implantacion y embarazo en pacientes sometidos a ICSI utilizando
esperma fresco y criopreservado de muestras de semen eyaculado, el cual se publicé en Fertility
and Sterility. Durante el estudio se realizaron 61 ciclos de ICSI con espermas criopreservados
y 79 ciclos de ICSI con espermatozoides frescos. Ademas, dividieron los resultados segln las
caracteristicas del semen, normozoospermia, oligozoospermia, astenozoospermia Yy
oligoastenozoospermia. Las tasas de fertilizacion normal fueron mas altas con esperma fresco
(73.8%) en comparacion con esperma criopreservado (68.7%). Los ciclos realizados en
pacientes con normozoospermia u oligozoospermia tuvieron tasas similares de fertilizacion,
implantacion y embarazo utilizando esperma fresco o criopreservado. Cuando se utilizaron
muestras de semen astenozoospermia y oligoastenozoospermia, la tasa de fertilizacion normal
fue mayor con espermatozoides frescos en comparacion con espermatozoides criopreservados.
Sin embargo, las tasas de implantacion y embarazo fueron similares en muestras de esperma

fresco y criopreservado de pacientes con astenozoospermia u oligoastenozoospermia. 1°

Maés recientemente en el 2020, publicado en Fertility and Sterility, Colleen Miller, MD vy col.
en Mayo Clinic Rochester. Compararon los resultados de los ciclos de FIV usando método
ICSI de ovocitos congelados cuando se utilizan espermatozoides frescos versus congelados
para la inseminacion. Los ovocitos se seleccionaron de uno de los dos bancos comerciales de
ovulos y se utilizé esperma fresco o congelado para ICSI. El resultado primario analizado fue
la tasa de nacidos vivos. Los resultados secundarios incluyeron la tasa de fertilizacion, la tasa
de desarrollo de blastocistos y la tasa de embarazo clinico. Un total de 52 pacientes se
sometieron a una transferencia de embriones después de una FIV de ovocitos de donantes
congelados con ciclo de ICSI. De los 45 pacientes incluidos, la edad media fue de 40.5 afios.
26 pacientes utilizaron esperma fresco y 19 pacientes utilizaron esperma congelado. No se
observaron diferencias entre los grupos con respecto al diagnostico de infertilidad, el uso de un
banco especifico, la edad media del paciente (41.5 frente a 39.7 afios), la edad media de la
pareja en el momento de la recoleccion de la muestra (39.1 frente a 39.8 afios), la mediana de
CTM en semen (92.1 frente a 101.1 millones), o morfologia promedio de los espermatozoides

(9.3% frente a 7.3%). Con respecto a los resultados, no se observaron diferencias entre los
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espermatozoides congelados versus los frescos en la media de fertilizacion, media de

blastocisto o embarazo clinico.?

Hasta hace poco, no habia suficiente informacion disponible en la literatura y no habia
evidencia concluyente sobre la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides después de la
congelacion y descongelacion en comparacion con los espermatozoides frescos. En algunos
estudios clinicos, los espermatozoides congelados y descongelados tuvieron una menor
capacidad de fertilizacion en comparacion con los espermatozoides frescos.'*1 Sin embargo,
en otros estudios no se observaron diferencias significativas entre el esperma congelado y
descongelado, en comparacion con el esperma en fresco.’®'’ La morfologia de los
espermatozoides se analiz6 en algunos estudios. En la mayoria de los casos, se encontrd que la
morfologia de los espermatozoides no se ve afectada por los procesos de congelacion y
descongelacion.®20 Sin embargo, el vinculo entre la calidad del esperma después de los
procedimientos de congelacion y descongelacién y su capacidad de fertilizacion ain no se ha

establecido bien.



JUSTIFICACION

Debido a la importancia que tienen las muestras criopreservadas en la actualidad y su elevado
uso en los tratamientos de alta complejidad. Nos enfocamos en observar los resultados del
impacto que tiene el uso de muestras congeladas de donantes en los tratamientos de alta
complejidad, que se realizaron en un periodo comprendido del 2018 al 2020, en el Centro de

Fertilidad IECH, donde se compar6 con muestras en fresco normal.

Nuestro método si puede resolver lo que otros estudios no han podido ya que en el Centro de
Fertilidad IECH contamos con la infraestructura, materiales y muestras heterologas de buena
calidad, ademas de un numero suficiente de pacientes con muestra de esperma en fresco normal
para comparar y conocer el impacto real que tienen las muestras congeladas en dvulos de buena

calidad y encontrar una respuesta significativa en resultados de FIV.

Con el objetivo de poder aportar y brindar a nuestros pacientes la mejor informacion acerca de
las posibilidades que hay al utilizar muestras criopreservadas en tratamientos de reproduccion

asistida compleja.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infertilidad es un problema mundial que afecta a las parejas en edad de procrear. Es una de
las tres principales enfermedades que afectan la vida y la salud humana. El desarrollo social y
econdémico ha llevado a cambios en el concepto de matrimonio y maternidad. La edad
reproductiva de las mujeres ha aumentado y su capacidad reproductiva esta disminuyendo.
De esta forma, se incrementa el factor masculino, y como resultado, la pareja encuentra

problemas que pueden recibir un tratamiento avanzado, como la donacion de gametos.

El potencial de fertilizacion de los espermatozoides criopreservados y descongelados se ha
estudiado durante mas de 50 afios.'?13 El uso de esperma de donante es una parte integral de
los procedimientos de fertilizacion in vitro y transferencia de embriones (FIV-ET) en parejas
con infertilidad masculina y en mujeres solteras. La congelacion de esperma de donante, realza
la importancia de definir la calidad y la capacidad de fertilizacién de los espermatozoides,
siguiendo procesos de congelacion y descongelacion.?

Sin embargo, el vinculo entre la calidad del esperma después de los procedimientos de

congelacion y descongelacion y su capacidad de fertilizacion aun no se ha establecido bien.
Por lo tanto, el objetivo de este estudio es:

Determinar si la criopreservacion de esperma afecta negativamente los resultados en los
tratamientos de FIV- ICSI en el Centro de Fertilidad IECH
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OBJETIVOS
Objetivo Principal

Determinar si la criopreservacion de esperma afecta negativamente los resultados en los

tratamientos de Reproduccién Asistida Compleja

Objetivos Secundarios

° Analizar el porcentaje de fertilizacion, implantacion, transferencia embrionaria,

congelacion de embriones.

° Conocer los resultados de beta positiva en las pacientes manejadas con estas células.
° Comparar la cantidad de blastocisto obtenido de estas dos técnicas.
HIPOTESIS

Hipotesis Nula.

Determinar si la criopreservacion de esperma afecta positivamente los resultados en los

tratamientos de Reproduccion Asistida Compleja

Hipotesis Alterna.

Determinar si la criopreservacion de esperma no afecta los resultados en los tratamientos de

Reproduccién Asistida Compleja.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio
Clasificacion del estudio:
Observacional

Tipo de investigacion:
Retrospectivo, cohorte
Caracteristicas del estudio:

Comparativo Transversal

Poblacién y muestra

Lugar donde se realizara el estudio: Se recabara informacion de pacientes que acudieron al
centro de fertilidad IECH Monterrey, que se les realizo tratamientos de alta complejidad con
muestras de esperma vitrificado comparado con aquellos que se realizé con muestras en fresco

de esperma normal durante el periodo comprendido del afio 2018 al 2020.

Técnica de muestreo: No probabilistico por conveniencia.

Método de seleccion de los participantes:

La totalidad de los pacientes que cumplan con los criterios de inclusion seran admitidos en el
presente protocolo. Del expediente de cada uno de ellos seran obtenidas las variables descritas
en el mismo y también de la base de datos con que cuenta el laboratorio del centro de fertilidad
IECH. Los datos obtenidos seran concentrados en hoja de calculo del programa Excel generada

para este propdsito.

Grupos de estudio.

La totalidad de las pacientes se dividieron en 2 grupos principales:
1.- Utilizaron muestra heterdloga criopreservada.

2.- Utilizaron muestra homaloga en fresco en rangos normales.

Posteriormente estos dos se subdividieron en 4 grupos mas, segun los gametos utilizados para

realizar el tratamiento de alta complejidad, asi como se estudié por grupo de edad.

12



K2

% Grupo 1: Pacientes en las cuales para su tratamiento de reproduccion asistida compleja
se utilizé muestras de esperma criopreservado con évulos homdlogos.

% Grupo 2: Pacientes en las que se utilizé 6vulos homologos y muestras de esperma
homologo en fresco, con factor masculino normal para llevar su tratamiento de alta
complejidad.

.

% Grupo 3: Pacientes en las que se llevd su tratamiento de alta complejidad con 6vulos

donados en fresco y esperma criopreservado.

K2

% Grupo 4: Pacientes en las cuales se trabajo con évulos donados en fresco, con muestra
de esperma homologo en fresco, con factor masculino normal

O
L X4

Subgrupos: Se dividi6 a las pacientes por grupos de edad:;
<35a
>35a - 40a

CRITERIOS DE SELECCION
Criterios de Inclusion

° Pacientes ingresados a los protocolos de FIV/ICSI con muestra congelada
° Muestras en fresco con factor normal

° Ciclo de Terapia de reproduccion del 2018 - 2020

Criterios de Exclusion

° Edad de la mujer mayor a 40 afios
° Pacientes que abandonen su manejo por parte del Centro
° Pacientes que cambien de ciudad

Criterios de eliminacion

° Registros donde no se encuentre resultados post tratamiento

13



METODOLOGIA

Se realizé el presente estudio retrospectivo entre los pacientes que fueron sometidos a
ciclos de FIV/ICSI en el centro de fertilidad IECH, Monterrey, N.L., durante un periodo de 3
afios desde 2018 hasta 2020, para las cuales se utilizd muestras de esperma criopreservado y se

compard con las muestras en fresco de semen en rango normal.

Se incluyeron un total de 225 pacientes de los cuales 93 pacientes corresponden al grupo
donde se utilizd6 muestra de esperma criopreservado y 132 pacientes al grupo que utilizaron
muestra de esperma homologa en rangos normales. Se realizd un analisis entre estos dos
grupos, posteriormente, los pacientes se clasificaron en; Grupo 1: Pacientes en las cuales para
su tratamiento de reproduccidn asistida compleja se utilizd muestras de esperma criopreservado
con 6vulos homologos. Grupo 2: Pacientes en las que se utilizé 6vulos homélogos y muestras
de esperma homélogo en fresco, con factor masculino normal para llevar su tratamiento de alta
complejidad. Grupo 3: Pacientes en las que se llevd su tratamiento de alta complejidad con
ovulos donados en fresco y esperma criopreservado. Grupo 4: Pacientes en las cuales se
trabajé con 6vulos donados en fresco, con muestra de esperma homdélogo en fresco, con factor
masculino normal. Un subgrupo final: En todos los grupos se dividié a las pacientes por
grupos de edad, menores de 35 afios, y de 35 afios a 40 afios. Se excluyd a todas las pacientes

mayores de 40 afios, a las que abandonaron el estudio por motivos personales o profesionales.

Se utilizaron espermatozoides congelados y descongelados de donantes fértiles para la
fertilizacidn. Los donantes habian sido seleccionados y examinados de acuerdo con las pautas
de la American Fertility Society.® Las indicaciones para el uso de semen de donantes incluian
azoospermia, oligoastenoteratozoospermia extrema y pacientes solteras.

Los resultados se compararon con los de los controles, emparejados, para eliminar factores de
confusion en la interpretacion de los resultados. Los ovocitos se inseminaron con semen recién
eyaculado. Para minimizar la variabilidad entre los grupos y reducir el efecto de la calidad de
los ovocitos en las tasas de fertilizacion y tasa de embarazo (RP), solo se incluyeron en el

estudio ovocitos en metafase 11 en el momento de la recuperacion.
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Procedimientos de Fertilizacién In-vitro

La estimulacion ovérica consistio en el uso de gonadotropinas recombinantes o
urinarias dependiendo de la indicacién médica, los parametros hormonales, antropométricos,
experiencia medica, ajustandose de acuerdo a la respuesta folicular individual, variando la dosis
desde 75 Ul hasta 450 Ul al dia. Examenes mediante ultrasonido vaginal como parte del
seguimiento y monitoreo folicular fueron realizados en dia 6 para administracion de
antagonistas de hormona liberadora de gonadotropinas (Cetrotide), evitando que se dé la
ovulacion por la estimulacion maltiple de la cohorte folicular. Manejando los protocolos Lubek
o0 Francés segun las caracteristicas de la paciente y experiencia médica. Los protocolos que se
realizaron a pacientes donadoras se llevaron con agonistas en fase lGtea tardia del ciclo previo
(gonapeptyl), con el mismo objetivo de llevar una cohorte folicular mas controlada evitando la
ovulacion durante la estimulacion. Bajo ultrasonido vaginal se realizd seguimiento folicular y
monitoreo. Ademas, con ayuda de estos monitoreos se determind el tiempo para la
administracion de gonadotropina coriénica humana (hCG) para maduracién ovocitaria y la

recuperacion de ovocitos.

Aspiracion Folicular

Los ovocitos se recuperaron mediante el enfoque transvaginal guiado por ultrasonido 34 a 36
horas después de la administracion de HCG (Ovidrel, Choragon, Agonista-Gonapeptyl). Los
complejos cumulo-corona-ovocito (CCO), se examinaron bajo el microscopio estereoscopio y
se puntuaron para determinar el estado de maduracion de acuerdo con los criterios de Veeck.

Posteriormente se incubaron a una temperatura de 37 0 Cy 6.5% de CO 2. 15

Inseminacién y Transferencia

La inseminacion de los ovocitos se realizd de 3 a 4 horas post aspiracion folicular. Para la FIV
convencional se colocaron de 8,000 a 14, 000 espermatozoides por 6vulo. La ICSI se llevo a
cabo inyectando un espermatozoide en el citoplasma de los dvulos, los cuales fueron

previamente decumulados con hialuronidasa al 10%.

Evaluacion Embrionaria
Se evalud la fertilizacion tras la observacién de dos pronucleos de 16 a 18 horas post
inseminacion. Posteriormente se observo la division y calidad embrionaria cada 24 horas, hasta

alcanzar 120 horas, en la mayoria de los casos, y realizar la transferencia embrionaria.
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Transferencia Embrionaria

El nimero de embriones transferidos y dia de transferencia se determiné de acuerdo a la edad
de la paciente, numero de embriones obtenidos, calidad embrionaria, asi como posibilidades
de implantacién y riesgo de embarazo multiple.

Las transferencias se realizaron via vaginal con guia ecogréafica abdominal, utilizando catéter
Sydney, Fridman y Soft pass, tratando de colocar a los embriones a 1 cm del fondo uterino.
Posterior a la transferencia, generalmente las pacientes se mantuvieron por 1 hora en decubito

supino, y aconsejando reposo relativo por 24 horas.

Comprobacion de embarazo, FCF.

Se realiz6 prueba de embarazo mediante cuantificacion de B-gonadotropina corionica 12-15
dias posterior al dia de la transferencia. A partir de dos semanas posterior a la prueba positiva,
se agenda una cita para realizar ultrasonido vaginal donde se confirmaba la presencia y nimero

de saco gestacional y frecuencia cardiaca fetal presente.
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Técnicas de Analisis Estadistico

Analisis Iniciales

Se determinaran valores de tendencia central, desviacion estandar, andlisis de normalidad e
histogramas de frecuencia para variables cuantitativas. Se determinaran proporcion de
frecuencia, porcentaje con relacion al total de entradas ademéas de proporcién de frecuencia
para escalas al estudiar variables categdricas. Se examinara la distribucion de los datos de las
variables dependientes en cuanto a si su distribucion se apega o no a la normalidad, para definir
el tipo de analisis con estadistica paramétrica (distribucion normal) o no paramétrica

(distribucién diferente a la normal).

Analisis Comparativo

Se agruparan en casos de ciclos de asistencia de reproduccion donde la muestra es congelada
heter6loga (G1) y casos de terapia donde la muestra es en fresco (G2). A partir de este punto
se comparara los resultados de las evaluaciones clinicas, parametros de laboratorio, parametros
de fertilizacion y desenlaces. Para las variables de tendencia central se compararon con T de
Student ajustado a normalidad y homogeneidad de varianza, de dos colas para los grupos de
interés a tomar como significativos valores de P menor a 0.05, en caso de no ser paramétrica
se estudiara con la prueba pertinente de acuerdo a la cantidad de categorias presentes con U de
Man - Whitney o bien Kruskall - Wallis.

Para los muestreos categoricos a comparar se emplea prueba exacta de Fisher de 2 colas para
describir las diferencias entre los grupos si las observaciones se realizan con muestras menores
de 50; si se tienen muestras mayores 0 una incidencia esperada mayor del 5% para las
comparaciones se empleara prueba de y2 de 2 colas, se tomara significativo P menor a0.05.
Se analizardn medidas de riesgo/beneficio al analizar grupos y subgrupos (Coeficiente de
Momios OD), ademas, de encontrarse variables con potencial predictivo se evaluara la

distribucion bajo la curva.

Resumen de Analisis:

Comparaciones Generales. T-Student o Mann Whitney para cuantitativas. Prueba Fisher o
distribucion y? para cualitativas.

Evaluacion de Prediccion. Estimacion de Curva de Operacion, Regresion Logistica.

Programas a utilizar para analisis de datos. IBM SPSS 26 y R 4.0.3
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ASPECTOS ETICOS

La realizacion de este estudio de investigacion es viable ya que se cuenta con los recursos
humanos, materiales y tecnoldgicos, asi como disponibilidad de areas necesarias para llevarlo
a cabo de manera correcta siguiendo los principios éticos para la investigacion médica que
involucra sujetos humanos.

Toda la informacién serd manejada de forma confidencial, sin presentar datos personales o
identificando a los pacientes, para lo cual se utilizaran cédigos y claves en el anélisis de la
informacién. La informacién obtenida se utilizara estrictamente para fines de investigacion.
Para la realizacion de este estudio se considerd la ley General de Salud,? para mantener la

integridad de los pacientes que fueron sometidos a dicho estudio.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se solicitara la evaluacion del Comité Médico Local de Investigacion Centro de Fertilidad
IECH, Monterrey N.L. para llevar a cabo un estudio retrospectivo de cohorte, comparativo
transversal.

1. Se recolectd toda la informacién de los procedimientos de alta complejidad que se
realizaron en el centro de fertilidad IECH en un periodo comprendido del afio 2018 al 2020, en
el que se usaron muestras heterdlogas congeladas.

2. Se recolecto la informacion de los procedimientos de alta complejidad dentro del centro
del mismo periodo comprendido, en el que se usaron muestras en fresco de esperma normal.
3. Se dividira en grupos, para conocer la respuesta de las muestras congeladas en 6vulos
donados y 6vulos homdlogos y se comparara con la muestra en fresco de esperma normal.

4. Se comparan las dos muestras para: saber la calidad de blastocisto obtenido de estas dos
técnicas, analizara el porcentaje de fertilizacion, estudiar cémo influye FIV e ICSI de
congelados en el desarrollo de las células, conocer los resultados de beta positiva en las
pacientes manejadas con estas células, determinar si las técnicas modificaron la incidencia de

frecuencia cardiaca fetal o nacido vivo.
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RESULTADOS

Comparativa general

Se estudiaron 225 registros de estimulacion entre el 2018 al 2020 que cumplieron las
condiciones de ingreso del estudio. Los ciclos analizados fueron 93 (41.33%) de pacientes con
uso de muestra heterodloga congelada, y 132 (58.67%) con uso de nuestra homdloga en fresco

en rangos de normalidad.

En la demografia de la muestra, las pacientes con esterilidad primaria fue mas frecuente usar
(81.72%, P=0.0011, OR 2.81 [1.5 - 5.3]) muestra heterdloga, al igual que una mayor proporcion
de Factor Masculino (60.22%, P=<0.001, OR) con diferencia significativa. No existid
diferencia en la edad (M 38.54, £5.32, P=0.0706) entre los grupos.

El tiempo de esterilidad se observd mayor (M 5.09, £3.15, P=0.0054) en el grupo de muestra
heter6loga congelada. No hubo diferencia en la presencia de Miomas en la muestra (4.3%,
P=0.1625, OR 5.89 [0.65 - 53.55]). No encontramos diferencia en endometriosis (2.15%,
P=0.475, OR 0.46 [0.09 - 2.34]), y aunque comun, tampoco hubo diferencias en presencia de
alteraciones ovéricas (87.1%, P=0.3868, OR 0.68 [0.29 - 1.58]), tubaricas (7.53%, P=0.197,
OR0.52[0.21 - 1.29]). La mayor parte de las pacientes no tenian tratamientos previos (56.52%,
P=0.0306, OR 1.82 [1.06 - 3.12]). TABLA 1

TABLA 1.
N
GRUPO 1 GRUPO2
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco P OR
N 93,41.33% N 132, 58.67%
M, DE M, DE
Edad afios 38.54 £5.32 37.14 5.9 0.0706
Tiempo De Esterilidad afios 5.09 +£3.15 4.05 2.42 0.0054
N, % N, %
Tratamiento FIV/ICSI 47,50.54% 63,47.73% 0.687 1.12[0.66 - 1.9]
Transf Embrio 45, 48.39% 69, 52.27% 0.5902 0.86 [0.5 - 1.46]
FET 1,1.08% 0, 0% 0.4133
Tipo esteriliad Primaria 76, 81.72% 81, 61.36% 0.0011 2.81[1.5-5.3]
Secundaria 17,18.28% 51, 38.64% 0.0011 0.36[0.19-0.67]
FM 56, 60.22% 0, 0% <0.001
Miomas 4,4.3% 1,0.76% 0.1625 5.89 [0.65 - 53.55]
Endometriosis 2,2.15% 6, 4.55% 0.475 0.46 [0.09 - 2.34]
Ovarico 81, 87.1% 120, 90.91% 0.3868 0.68 [0.29 - 1.58]
Tubarico 7,7.53% 18, 13.64% 0.197 0.52[0.21-1.29]
Desconocida 0, 0% 2,1.52% 0.5129
TXPREVIOS Ninguno 52,56.52% 55, 41.67% 0.0306 1.82[1.06 - 3.12]
IU-HE 6, 6.52% 10, 7.58% 0.9999 0.85[0.3-2.43]
FIV 34, 36.96% 67, 50.76% 0.0558 0.57 [0.33-0.98]
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No encontramos diferencias en la AMH (M 1.82, £2.72, P=0.1041), FSH (M 10.05, £10.41,
P=0.8723) o LH al analizar (M 6.85, £7.99, P=0.7523) el perfil hormonal. Tampoco se
observaron modificaciones en la TSH (M 2.64, £3.3, P=0.1708) o Prolactina (M 19.5,
+10.84, P=0.288), de modo que las condiciones entre los grupos eran similares. La dosis total
de gonadotropinas se detectd superior en el grupo de muestra heteréloga congelada (M
2341.86, £672.73, P=0.0382). Asi como tuvieron mas dias de estimulacion (M 8.83, £1.25,
P=0.0013).

No hubo diferencia en el método de estimulacion (50.55%, P=0.3425, OR 1.3 [0.76 - 2.23]),
ni en las pacientes que recibieron preparacion endometrial (48.35%, P=0.4993, OR 0.83 [0.49
- 1.42]). Existié un mayor uso de Antagonista (60.47%, P=0.0019, OR 2.51 [1.43 - 4.41]) en
las pacientes con muestra heterdloga congelada. En cambio, se observé para Agonista un bajo
uso en relacion (39.53%, P=0.0019, OR 0.4 [0.23 - 0.7]). La mayor parte de las pacientes con
uso de muestra heter6loga congelada recibieron OVIDREL (54.65%, P=<0.001, OR 23.9 [9.49
-60.18]). TABLA 2

TABLA 2.
]
GRUPO 1 GRUPO 2
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco P OR
N 93, 41.33% N 132, 58.67%
M, DE M, DE
AMH 1.82 £2.72 1.27 £1.84 0.1041
FSH 10.05 £10.41 10.58 £14.05 0.8723
LH 6.8517.99 6.32 5.8 0.7523
TSH 2.64 £3.3 2.12 +1.36 0.1708
PRL 19.5+10.84 17.23 £14.29 0.288
DOSIS DE GONADOTROPINAS 2341.86 +672.73 2111.53 +858.61 0.0382
DIAS DE ESTIMULACION 8.83+1.25 8.28 £1.16 0.0013
N, % N, %
PROTOCOLO CC/IA 0, 0% 0, 0% 0.9999
CC+GINAD 1,1.1% 3,2.27% 0.647 0.48[0.05 - 4.67]
Gonadotripinas 46, 50.55% 58, 43.94% 0.3425 1.3[0.76-2.23]
Prep Endometrial 44, 48.35% 70, 53.03% 0.4993 0.83[0.49-1.42]
GnRH Antagonista 52, 60.47% 47,37.9% 0.0019 2.51[1.43-4.41]
Agonista 34,39.53% 77,62.1% 0.0019 0.4[0.23-0.7]
HCG OVIDREL 47,54.65% 6, 4.8% <0.001 23.9[9.49-60.18]
HCG 35, 40.7% 119, 95.2% <0.001 0.03[0.01-0.09]
Agonista 4,4.65% 0, 0% 0.0265

Al estudiar la produccion de gametos, se observaron mas foliculos (M 13.17, £5.26, P=<0.001)
y consecuentemente mas ovulos (M 11.23, £4.91, P=0.0119) con diferencia significativa, en
el grupo de muestra heter6loga congelada, pero no més células M1l (M 10.8,+5.7, P=0.0674).
Por lo que se trabajo con un numero similar de dvulos MIl en ambos grupos. No existio
diferencia en el porcentaje de fertilizacion (M 63.71, £21.08, P=0.9773) o en el porcentaje de
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recuperacion de blastocisto (M 21.44, +18.15, P=0.2522). No encontramos diferencias en las
pacientes que vitrificaron (52.69%, P=0.4999, OR 1.22 [0.72 - 2.08]). TABLA 3

TABLA 3
]
GRUPO 1 GRUPO 2
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco P
N 93, 41.33% N 132, 58.67%
unidades M, DE M, DE
FOLICULOS 13.17 £5.26 10.61 +4.25 <0.001
OVULOS 11.23+4.91 9.73 £3.9 0.0119
Mil 10.8 £5.7 9.62 +3.89 0.0674
PercentFERT 63.71+21.08 63.62 £22.65 0.9773
FERTILIZARON 6.67 £3.32 6.25 +3.35 0.3577
FIV CONVENSIONAL 2.89 £3.34 2.52 £2.95 0.3722
ICSI 3.77 £2.59 3.71+2.62 0.8605
Pblasto 21.44 +18.15 24.25 £18.04 0.2522
EMBDIA3VITR 0.11 +£0.6 0.07 £0.7 0.6608
EMBDIASVITRIFICADOS 0.82+1.13 0.75+1.15 0.6641
EMBDIA6VIT 0.26 £0.61 0.23 £0.68 0.7906
SETRANSFIRIO 1.08 £0.28 1.06 £0.24 0.8178
TRANSFERIDOS 1.46 +0.79 1.54 +0.69 0.4478
DIATRANSFERIDO 4.23 £1.63 4.45 +1.33 0.2641
VITRIFICO 1.05+1.36 0.97 £1.38 0.6507

Como es de esperar, sabemos que al capacitar las muestras encontraremos cambios
significativos en los valores del conteo espermatico o espermograma, veremos valores que
disminuyen en relacién a los de la muestra inicial, asi como valores importantes que aumentan
pos capacitacion, lo que hace referencia que se esta trabajando con los de mejor calidad. Como
lo vemos a continuacion: La concentracion (M 89.21, +42.95, P=<0.001) fue maés alta previa
al proceso, asi como la cuenta total (M 244.36, +227.26, P=<0.001). La motilidad progresiva
aumento (M 82.89, £5.61, P=<0.001), asi como la motilidad total (M 92.11, +4.4, P=<0.001).

TABLA 4
TABLA 4
Espermograma Pre Pos-Capacitacion P
unidades M, DE M, DE

VOLPRE 2.89+2.14 1.01 +0.09 <0.001

CUENTA 89.21 +42.95 47.96 £35.02 <0.001

CcT 244.36 +227.26 47.93 +35.07 <0.001

MP 40.75 +7.29 82.89 +5.61 <0.001

MT 54.95 +34.29 92.11+4.4 <0.001

CT™M 135.98 £129.78 53.12 £104.89 <0.001
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Al comparar estos examenes entre los grupos encontramos en los parametros del espermograma
menos volumen antes del tratamiento de la muestra (M 0.99, +0.24, P=<0.001), y una
concentracion total mas baja (M 91.77, £31.98, P=<0.001), pero una cuenta por mililitro sin
diferencia (M 91.38, +£30.79, P=0.5245), También no encontramos diferencia en la Motilidad
Progresiva (M 39.81, £9.14, P=0.1026), Motilidad Total (M 52.73,

+5.45, P=0.4303). Observamos un aumento en las formas normales (M 3.19, £0.73, P=<0.001).

En los valores post capacitacion no encontramos diferencias en los volumenes (M 1.01, +0.1,
P=0.8098). Las muestras congeladas tuvieron una cuenta comparativamente mas baja (M
34.59, £16.47, P=<0.001), asi como una concentracion total menor (M 34.59, £16.47,
P=<0.001), una menor motilidad progresiva (M 81.32, £6.7, P=<0.001) y motilidad total (M
90.54, +4.99, P=<0.001), pero se encontraron una mayor cantidad de formas normales (M 3.76,
+0.89, P=0.0229). TABLA 5

TABLAS
|
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco p
N 93, 41.33% N 132, 58.67%
Pre unidades M, DE M, DE
VOLPRE 0.99 +0.24 4.25 +1.84 <0.001
CUENTA 91.38 +30.79 87.66 +49.92 0.5245
CT 91.77 +31.98 354.37 +243.57 <0.001
MP 39.8119.14 41.42 £5.54 0.1026
MT 52.73 £5.45 56.46 +44.29 0.4303
CT™M 48.25+19.34 196.51 £138.76 <0.001
Morfologia 3.19+0.73 2.41 +0.84 <0.001
Post Capacitacion
VOLPRE 1.01+0.1 1.01 +0.09 0.8098
CUENTA 34.59 +16.47 57.52 +41.18 <0.001
CT 34.59 +16.47 57.6 £41.15 <0.001
MP 81.32 6.7 84.02 +4.38 <0.001
MT 90.54 +4.99 93.19 +3.59 <0.001
CTM 31.33+14.76 68.16 +133.95 0.0105
Morfologia 3.76 +0.89 3.45+1.04 0.0229

En los resultados donde se evalu6 la tasa de embarazo (39.13%, P=0.7807, OR 0.9 [0.52 - 1.55])
no encontramos diferencia en la incidencia de este, al compararlo con las pacientes con uso de
muestra en fresco. Tampoco existio diferencia en la frecuencia en que se encontrd FCF presente
(37.63%, P=0.8902, OR 0.96 [0.55 - 1.66]) y en la continuacion del embarazo (34.41%,
P=0.7792, OR 0.92 [0.53 - 1.6]). TABLA 06
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TABLA 6
- ____________ _________________________

GRUPO 1 GRUPO 2
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco P OR
N 93, 41.33% N 132, 58.67%
M, DE M, DE
PIE Beta Positiva 36, 39.13% 53,41.73% 0.7807 0.9[0.52-1.55]
Negativo 56, 60.87% 74, 58.27% 0.7807 1.11[0.64 - 1.93]
EMB Clinico FCF 35,37.63% 51, 38.64% 0.8902 0.96 [0.55 - 1.66]
CONTINUO Si 32,34.41% 48, 36.36% 0.7792 0.92[0.53-1.6]
No 58, 62.37% 81, 61.36% 0.8902 1.04[0.6 - 1.8]
Sin resultado 3,3.23% 3,2.27% 0.6932 1.43[0.28 - 7.26]

Donacién de Ovulos

Se estudiaron 46 ciclos de donacién de dvulos en fresco, con uso de muestra heter6loga
congelada y 70 ciclos de donacion en fresco, con uso de muestra homologa en fresco. La edad
de las pacientes fue similar (M 40.87, £5.52, P=0.7153), pero tuvieron mas tiempo con
problemas de esterilidad (M 5.89, +2.83, P=0.0052). Encontramos diferencias esperadas en el
tipo de infertilidad, siendo méas ocurrente la secundaria (82.35%, p=0.0127, OR 5.25 [1.34 -
20.51]), sin encontrar problemas ovaricos (53.09%, p=0.4726, OR 0.81 [0.46 - 1.43]) o
tubéricos (28.57%, p=0.9999, OR 1.4 [0.19 - 10.15]). La mayor parte de las pacientes no tenian
tratamientos de fertilidad previos (48.08%, p=0.9999, OR 1.03 [0.48 - 2.21]). TABLA 7

TABLA 7
]
GRUPO 3 GRUPO 4
Heterélogo Congelado Homologo Fresco
.. .. P OR
Donacién Donacién
N 46, 39.66% N 70, 60.34%
M, DE M, DE
Edad afios 40.87 £5.52 40.51 +4.84 0.7153
Tiempo De Esterilidad afios 5.89 +2.83 4.33+2.86 0.0052
N, % N, %

Tratamiento FIV/ICSI 1,2.13% 1,1.59% 0.9999 1.35[0.08 - 22.12]

Transf Embrio 44, 97.78% 69, 100% 0.3947

FET 1, 100% 0, 0% 0.9999
Tipo esteriliad Primaria 32,42.11% 46, 56.79% 0.0795 0.55[0.29 - 1.04]
Secundaria 14, 82.35% 24, 47.06% 0.0127 5.25[1.34-20.51]

FM 26, 46.43% 0, 0% 0.9999

Miomas 0, 0% 0, 0% 0.9999
Endometriosis 43, 53.09% 70, 58.33% 0.4726 0.81[0.46 - 1.43]
Ovarico 43, 53.09% 70, 58.33% 0.4726 0.81[0.46 - 1.43]
Tubarico 2,28.57% 4,22.22% 0.9999 1.40.19 - 10.15]

Desconocida 0, 0% 0, 0% 0.9999
TXPREVIOS Ninguno 25, 48.08% 26,47.27% 0.9999 1.03[0.48 - 2.21]
IU-HE 2,33.33% 4, 40% 0.9999 0.75[0.09 - 6.23]
FIV 19, 55.88% 40, 59.7% 0.8313 0.86 [0.37 - 1.97]
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En las caracteristicas hormonales, las pacientes con uso de esperma congelado tuvieron una
Hormona antimilleriana ligeramente mas alta (M 1.3, £3.25, P=0.0168), sin encontrar

diferencias en el resto de las mediciones hormonales.

Las pacientes donadoras que participaron en el programa, donde se utilizé sus évulos donados
en fresco, con muestra congelada heteréloga de esperma requirieron mas dosis de
gonadotropinas (M 2045.73, +489.8, P=<0.001), y tuvieron mas dias de estimulacion (M 9.12,
+1.65, P=0.0017). Se us6 antagonista mas comunmente para la estimulacién (13.46%,
p=0.0621, OR 7.16 [0.85 - 60.53]) TABLA 8

TABLAS8
|
GRUPO 3 GRUPO 4
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco
<l L. P OR
Donacién Donacion
N 46, 39.66% N 70, 60.34%
M, DE M, DE
AMH 1.3+3.25 0.33+0.42 0.0168
FSH 12.99+13.4 14.62 £19.18 0.7914
LH 8.12 +10.7 8.04 £7.78 0.98
TSH 2.81+2.71 2.05+1.08 0.0624
PRL 19.43 +8.77 20.06 £17.55 0.8549
DOSIS DE GONADOTROPINAS 2045.73 +489.8 1725.41 £291.55 <0.001
DIAS DE ESTIMULACION 9.12 +1.65 8.33+0.96 0.0017
N, % N, %

PROTOCOLO CC/IA 0, 0% 0, 0% 0.9999
CC+GINAD 0, 0% 0, 0% 0.9999
Gonadotropinas 2,4.35% 0, 0% 0.1932
Prep Endometrial 44, 100% 70, 100% 0.9999

GnRH Antagonista 7,13.46% 1,2.13% 0.0621 7.16 [0.85 - 60.53]
Agonista 34, 100% 69, 89.61% 0.1036
HCG OVIDREL 22,46.81% 0, 0% 0.0353

HCG 18, 51.43% 70, 58.82% 0.4449 0.74[0.35 - 1.58]
Agonista 1, 25% 0, 0% 0.9999

También se encontrd una mayor cantidad de foliculos (M 14.44, £5.43, P=0.0012), asi como
de 6vulos (M 12.48, £5.18, P=0.0368), pero no mas 6vulos MIl (M 12.33, £6.5, P=0.0703). Un
dato importante es que no se encontraron diferencias en los porcentajes de fertilizacion (M
65.05, £17.53, P=0.5301), ni en el porcentaje de recuperacion de blastos (M 19.82, +13.96,
P=0.1904). TABLA 9
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TABLA9
- ___________ ______________________

GRUPO 3 GRUPO 4
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco p
Donacion Donacion
N 46, 39.66% N 70, 60.34%
unidades M, DE M, DE
FOLICULOS 14.44 £5.43 11.73 £3.37 0.0012
OVULOS 12.48 £5.18 10.89 £2.92 0.0368
MII 12.33 £6.5 10.7 £2.96 0.0703
PercentFERT 65.05 £17.53 67.16 £17.72 0.5301
FERTILIZARON 7.43 £2.99 7.36 £3.13 0.8943
FIV CONVENSIONAL 3.48 £3.36 2.66 £3.39 0.2033
ICSI 3.96 £2.57 4.63 £2.57 0.1707
Pblasto 19.82 £13.96 23.28 £13.75 0.1904
EMBDIA3VITR 0.07 £t0.44 00 0.219
EMBDIASVITRIFICADOS 0.78 £1.13 0.99 £1.36 0.4024
EMBDIA6VIT 0.24 £0.48 0.29 +0.66 0.6818
SETRANSFIRIO 110 1.06 £+0.23 0.4943
TRANSFERIDOS 1.43 +0.65 1.56 +0.71 0.3537
DIATRANSFERIDO 4.67 £1.14 4,57 £1.28 0.6603
VITRIFICO 0.96 £1.23 1.26 £1.45 0.2493

En resultados de pruebas de embarazo, observamos que no existe diferencia en la probabilidad
de tener una beta positiva (47.22%, p=0.6686, OR 0.8 [0.34 - 1.87]), solo una ligera menor
probabilidad de tener FCF en el grupo de congelado heterélogo (48.57%, p=0.6616, OR 0.78
[0.33 - 1.84]), sin significancia estadistica. En ambos grupos, las FCF detectadas, méas de la
mitad de ellas continuaron como embarazo (50%, p=0.6504, OR 0.78 [0.32 - 1.91]), sin
diferencia estadistica. De modo que, usando évulos donados, y fertilizando con muestra
congelada o en fresco, no existe diferencia en la progresion de embarazo una vez implantados
los embriones. TABLA 10

TABLA 10
e
GRUPO 3 GRUPO 4
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco
. L. P OR
Donacidén Donacién
N 46, 39.66% N 70, 60.34%
M, DE M, DE
PIE Beta Positiva 17,47.22% 28,52.83% 0.6686 0.8[0.34-1.87]
Negativo 29, 51.79% 39,52.7% 0.9999 0.96 [0.48 - 1.93]
EMB Clinico FCF 17,48.57% 28, 54.9% 0.6616 0.78[0.33-1.84]
CONTINUO Si 0, 0% 0, 0% 0.9999
No 16, 50% 27,56.25% 0.6504 0.78[0.32-1.91]
Sin resultado 30, 51.72% 40, 49.38% 0.8639 1.1[0.56 - 2.16]
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Grupos de edad.

Evaluamos a 23 pacientes jovenes (menor de 35 afios) con uso de esperma congelado
heter6logo, y las comparamos con el mismo grupo de edad (46) con uso de muestra en fresco,
adicionalmente comparamos las mayores de 35 afios (70 congelado y 86 fresco). En el grupo
de pacientes jovenes con uso de muestra heteréloga congelada existe menos probabilidad de
infertilidad primaria (30.26%, p=0.245, OR 0.66 [0.34 - 1.29]), y tiempo de esterilidad
relativamente similar (M 3.39, £2.85, P=0.8821) pero sin diferencias en otros antecedentes,
solo una menor probabilidad de no tener involucro ovarico (23.46%, p=0.1176, OR 0.59 [0.31
- 1.12]). Pocas pacientes carecieron de tratamientos previos (28.85%, p=0.8359, OR 0.91 [0.4
- 2.08]). En el grupo de jovenes y muestra congelada pocos casos usaron antagonistas como
estimulacion (34.62%, p=0.009, OR 0.33 [0.14 - 0.75]). TABLA 11y 13

TABLA 11
N
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco
Jovenes Jovenes P OR
N 23,33.33% N 46, 66.67%
M, DE M, DE
Edad anos 31.57 +£1.78 30.83 £3.29 0.3188
Tiempo De Esterilidad afios 3.39+2.85 3.3+1.9 0.8821
N, % N, %
Tratamiento FIV/ICSI 16, 34.04% 35, 55.56% 0.0336 0.41[0.19-0.9]
Transf Embrio 7, 15.56% 11, 15.94% 0.9999 0.97 [0.35-2.73]
FET 0, 0% 0, 0% 0.9999
Tipo esteriliad Primaria 23, 30.26% 32,39.51% 0.245 0.66 [0.34-1.29]
Secundaria 0, 0% 14, 27.45% 0.0145
FM 14, 25% 0, 0% 0.9999
Miomas 0, 0% 0, 0% 0.9999
Endometriosis 2, 100% 0, 0% 0.0357 0.81[0.46 - 1.43]
Ovarico 19, 23.46% 41,34.17% 0.1176 0.59[0.31-1.12]
Tubarico 0, 0% 8,44.44% 0.0573
Desconocida 0, 0% 2, 100% 0.9999
TXPREVIOS Ninguno 15, 28.85% 17,30.91% 0.8359 0.91[0.4-2.08]
IU-HE 1,16.67% 5, 50% 0.3069 0.2[0.02-2.39]
FIV 7,20.59% 24,35.82% 0.1704 0.46 [0.18 - 1.23]
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TABLA 12

Heterdlogo Congelado Homologo Fresco
Mayores de 35 Mayores de 35 P OR
N 70, 44.87% N 86, 55.13%
M, DE M, DE
Edad anos 40.83 +3.89 40.52 +3.85 0.6244
Tiempo De Esterilidad afios 5.63 +3.06 4.45 +2.58 0.01
N, % N, %
Tratamiento FIV/ICSI 31, 65.96% 28,44.44% 0.0336 2.42[1.11-5.29]
Transf Embrio 38, 84.44% 58, 84.06% 0.9999 1.03[0.37 - 2.89]
FET 1, 100% 0, 0% 0.9999
Tipo esteriliad Primaria 53, 69.74% 49, 60.49% 0.245 1.5[0.78 - 2.92]
Secundaria 17, 100% 37,72.55% 0.0145
FM 42, 75% 0, 0% 0.9999
Miomas 4, 100% 1, 100% 0.9999
Endometriosis 0, 0% 6, 100% 0.0357
Ovarico 62, 76.54% 79, 65.83% 0.1176
Tubarico 7, 100% 10, 55.56% 0.0573
Desconocida 0, 0% 0, 0% 0.9999
TXPREVIOS Ninguno 37,71.15% 38, 69.09% 0.8359
IU-HE 5, 83.33% 5, 50% 0.3069
FIV 27,79.41% 43, 64.18% 0.1704
TABLA 13
|
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco
Jovenes Jovenes P OR
N 23, 33.33% N 46, 66.67%
M, DE M, DE
AMH 3.87 £4.25 2.11+2.28 0.0616
FSH 6.29 £2.55 6.23 +4.21 0.9743
LH 6.52+2.17 3.81+2.49 0.0266
TSH 3.41 +£5.15 2.07 £1.58 0.1548
PRL 20.11 £10.27 17.94 £19.73 0.6639
DOSIS DE GONADOTROPINAS 2380.68 +671.39 2254.83 +£1025.43 0.6039
DIAS DE ESTIMULACION 8.45 +0.67 8.2+1.46 0.4479
N, % N, %
PROTOCOLO CC/IA 0, 0% 0, 0% 0.9999
CC+GINAD 0, 0% 3, 100% 0.25
Gonadotropinas 17, 36.96% 31, 53.45% 0.1148 0.51[0.23-1.13]
Prep Endometrial 5,11.36% 11, 15.71% 0.5896 0.69[0.22 - 2.13]
GnRH Antagonista 18, 34.62% 29,61.7% 0.009 0.33[0.14-0.75]
Agonista 4,11.76% 14,18.18% 0.5776 0.6[0.18-1.98]
HCG OVIDREL 9, 19.15% 4,66.67% 0.0266 0.12 [0.02-0.75]
HCG 11,31.43% 40, 33.61% 0.9999 0.91[0.4-2.03]
Agonista 2, 50% 0, 0% 0.9999
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Los parametros hormonales en las jovenes no se encontraron diferentes. Solamente los niveles
de LH en las pacientes con uso de muestra congelada fueron significativamente mayores (M
6.52, £2.17, P=0.0266). No encontramos diferencias en los dias de estimulacion (M 8.45,
+0.67, P=0.4479) o la cantidad de dosis (M 2380.68, +671.39, P=0.6039).
Encontramos diferencias significativas en los foliculos encontrados (M 14.7, £6.03, P=<0.001),
mas 6vulos (M 12.83, £6.02, P=0.0037) y mas MII (M 11.74, +5.96, P=0.0323)

en las pacientes con muestra heter6loga, pero no hubo diferencia en el porcentaje de
fertilizaciéon (M 60.11, £18.8, P=0.2695) o el porcentaje de blastos (M 24.67, +16.04,
P=0.7197) en dia 5. Pero hubo una ligera mayor vitrificacion. TABLA 13 Y 15

En las pacientes mayores de 35, si encontramos que aquellas con muestra en fresco tenian mas
causa de infertilidad secundaria. Con diferencias en la dosis de estimulacion (M 2328.52,
+677.97, P=0.0153) y cantidad de foliculos observados (M 12.67, £+4.92, P=0.044) en las
pacientes con uso de muestra heterdloga congelada, pero esto no conllevd a un mayor
porcentaje de fertilizacion (M 64.89, £21.78, P=0.4599) o diferencias en este rubro para los
grupos. TABLA 12,14 Y 16

TABLA 14
|
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco
Mayores de 35 Mayores de 35 P OR
N 70, 44.87% N 86, 55.13%
M, DE M, DE
AMH 1.19+1.62 0.92 1.5 0.3207
FSH 11.3+11.75 13.98 £17.82 0.5846
LH 6.94 £8.99 8.29 £6.86 0.5721
TSH 2.37 £2.37 2.15+1.22 0.5435
PRL 19.25 +11.17 16.79 £9.66 0.2334
DOSIS DE GONADOTROPINAS 2328.52 +677.97 2033.69 +748.37 0.0153
DIAS DE ESTIMULACION 8.95+1.37 8.32 £0.97 0.0015
N, % N, %
PROTOCOLO CC/IA 0, 0% 0, 0% 0.9999
CC+GINAD 1, 100% 0, 0% 0.25
Gonadotropinas 29, 63.04% 27,46.55% 0.1148 1.96 [0.89 - 4.32]
Prep Endometrial 39, 88.64% 59, 84.29% 0.5896 1.45[0.47 - 4.51]
GnRH Antagonista 34, 65.38% 18, 38.3% 0.009 3.04[1.34-6.91]
Agonista 30, 88.24% 63,81.82% 0.5776 1.67[0.51-5.5]
HCG OVIDREL 38, 80.85% 2,33.33% 0.0266 8.44 [1.33-53.51]
HCG 24, 68.57% 79, 66.39% 0.9999 1.1[0.49 - 2.48]
Agonista 2,50% 0, 0% 0.9999
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TABLA 15
. _______ ___________________________

Heterdlogo Congelado Homologo Fresco
Jovenes Jovenes P
N 23, 33.33% N 46, 66.67%
unidades M, DE M, DE
FOLICULOS 14.7 £+6.03 9.5+4.48 <0.001
OVULOS 12.83 £6.02 9.02 +4.34 0.0037
Ml 11.74 £5.96 8.98 +4.36 0.0323
PercentFERT 60.11 £18.8 66.22 +22.68 0.2695
FERTILIZARON 6.78 £3.44 5.78 £3.37 0.2521
FIV CONVENSIONAL 3.57 £3.99 2.76 £2.79 0.3334
ICSI 3.22+£2.15 3.02+£2.45 0.7463
Pblasto 24.67 £16.04 26.41 £20.27 0.7197
EMBDIASVITRIFICADOS 1.17 £1.37 0.61 +£0.93 0.0472
EMBDIAGVIT 0.43 £0.95 0.22 £0.79 0.3155
SETRANSFIRIO 110 1.02 £+0.15 0.8377
TRANSFERIDOS 1.48 +0.9 1.7 £0.63 0.2462
DIATRANSFERIDO 3.96+1.94 4.54 £1.03 0.1041
VITRIFICO 1.48 £1.53 0.61 +0.86 0.0035
TABLA 16
.
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco
Mayores de 35 Mayores de 35 P
N 70, 44.87% N 86, 55.13%
unidades M, DE M, DE
FOLICULOS 12.67 £4.92 11.21 +4.02 0.044
OVULOS 10.7 +4.41 10.12 £3.61 0.3643
Ml 10.49 £5.62 9.97 £3.6 0.4841
PercentFERT 64.89 £21.78 62.24 £22.64 0.4599
FERTILIZARON 6.63 £3.31 6.51+3.34 0.8104
FIV CONVENSIONAL 2.67 £3.1 2.38+£3.04 0.5608
ICSI 3.96 +2.7 4.08 £2.64 0.773
Pblasto 20.38 £18.77 23.09 £16.74 0.3419
EMBDIASVITRIFICADOS 0.14 +0.69 0.1 +0.87 0.7649
EMBDIA6VIT 0.7 £1.03 0.83 £1.25 0.5
SETRANSFIRIO 0.2+0.44 0.24 +0.61 0.6125
TRANSFERIDOS 1.09 0.3 1.08 £+0.28 0.9153
DIATRANSFERIDO 1.46 £t0.76 1.45+0.71 0.9757
VITRIFICO 4.31+1.52 4.4+1.47 0.736

La probabilidad de encontrar una beta positiva en pacientes jovenes con uso de esperma
congelado heterélogo fue reducida (25%, p=0.1199, OR 0.47 [0.19 - 1.19]) pero no de
forma significativa. En contraste, la probabilidad de beta positiva en pacientes mayores
de 35 afios con uso de muestra congelada fue mayor (75%, p=0.1199, OR 2.13 [0.84 -
5.4]) pero sin significancia estadistica. Al estudiarse la frecuencia cardiaca, no
encontramos diferencia en la progresion de los embarazos tanto para las jovenes con
muestra congelada (25%, p=0.5577, OR 0.77 [0.35 - 1.69]) como para las pacientes
mayores de 35 afios (77.14%, p=0.1048, OR 2.36 [0.9 - 6.21]). TABLA 17y 18
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TABLA 17
- ____ ______ _________________________

Heterdlogo Congelado Homologo Fresco
Jovenes Jovenes P OR
N 23, 33.33% N 46, 66.67%
M, DE M, DE
PIE Beta Positiva 9, 25% 22,41.51% 0.1199 0.47 [0.19-1.19]
14, 25% 23,31.08% 0.5566 0.74[0.34-1.61]
EMB Clinico FCF 8, 22.86% 21,41.18% 0.1048 0.42[0.16-1.11]
CONTINUO Si 1,33.33% 0, 0% 0.9999
No 8,25% 20,41.67% 0.155 0.47 [0.17 - 1.25]
Sin resultado 14, 24.14% 26,32.1% 0.3461 0.67 [0.31 - 1.44]
TABLA 18
|
Heterdlogo Congelado Homologo Fresco
Mayores de 35 Mayores de 35 P OR
N 70, 44.87% N 86, 55.13%
M, DE M, DE
PIE Beta Positiva 27, 75% 31, 58.49% 0.1199 2.13[0.84-5.4]
Negativo 42, 75% 51, 68.92% 0.5566 1.35[0.62 - 2.95]
EMB Clinico FCF 27,77.14% 30, 58.82% 0.1048 2.36[0.9 - 6.21]
CONTINUO Si 2,66.67% 0, 0% 0.9999
No 24, 75% 28, 58.33% 0.155 2.14[0.8-5.74]
Sin resultado 44, 75.86% 55, 67.9% 0.3461 1.49[0.69 - 3.18]
DISCUSION

A pesar de su uso rutinario en tratamientos de reproduccion asistida (TAR), se ha sugerido que
la criopreservacion de espermatozoides puede causar dafio celular y reducir la proporcion de
espermatozoides completamente funcionales en una muestra. El parametro mas importante que
puede verse afectado por la congelacion de espermatozoides es la motilidad, que esta altamente
correlacionada con el éxito de la FIV.3" En nuestros resultados de los espermogramas, al
comparar los grupos encontramos en los valores pre capacitacion, un volumen y una
concentracion total mas baja en el grupo de esperma congelado. Pero no se encontraron
diferencias significativas cuando se comparoé la cuenta por mililitro, la motilidad progresiva y
la motilidad total. Ademas de tener un aumento significativo en las formas normales en
comparacion con las muestras en fresco. En los valores post capacitacién como es de esperar
los valores disminuyen en relacion a la pre capacitacion y otros mejoran a causa de esta misma,
por lo que las muestras congeladas tuvieron una cuenta comparativamente mas baja, una
concentracion total menor, menor motilidad progresiva y menor motilidad total, pero se
encontraron una mayor cantidad de formas normales. Lo que ocurrié con las muestras de
donante durante los procedimientos de congelacion y descongelacion, es que solo una pequefia

parte de la muestra total congelada se descongela para ser utilizada en los procedimientos de
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FIV, por lo que es logico ver que al ser solo una parte veremos un volumen y conteo total
menor, en contraste con esta situacion, ocurre en una muestra en fresco donde toda la muestra
es recolectada y contada, lo que tiene un mayor volumen, una mayor concentracion total, y una
mayor cuenta total motil, porque los espermatozoides con un mayor volumen total también
representan una mayor proporcion. Sin embargo, a pesar del pequefio volumen de las muestras
congeladas y descongeladas vemos como otros parametros son comparables a las muestras en
fresco; como los recuentos por mililitro, la motilidad progresiva y la motilidad total, debido a

gue son muestras de mejor calidad.

En diversos estudios se ha reportado que con semen criopreservado las tasas de fertilizacion
son mas bajas en FIV convencional que con semen en fresco, lo cual es una preocupacion
importante para los profesionales de la infertilidad. Sin embargo, con la introduccién, ICSI se
ha podido superar los efectos perjudiciales asociados con la congelacion y descongelacion ya
que a pesar de que la concentracién y movilidad espermatica se ven disminuidas, para la ICSI
solo se necesita un espermatozoide viable para la fertilizacion Nuestros resultados muestran
que la tasa de fertilizacion del semen de donantes congelados y descongelado es similar a la de
muestras en fresco. No existié diferencia significativa en el porcentaje de fertilizacion (M
63.71, £21.08, P=0.9773) 0 en el porcentaje de recuperacion de blastocisto (M 21.44, £18.15,
P=0.2522),0 en la tasa de embarazo (39.13%, P=0.7807, OR 0.9 [0.52 - 1.55]). En relacion con
uno de los estudios mencionados publicado en el 2007 por Edson Borges Jry col. Sus resultados
con esperma en rango normal dieron tasas de fertilizacion mas altas con esperma en fresco
73.8% en comparacion con esperma criopreservado 68.7%. Con tasas similares de fertilizacion,
implantacion y embarazo cuando se evalud esperma en fresco y congelado con caracteristicas
normozoospermia 'y oligozoospermia. Cuando se utilizaron muestras de semen
astenozoospermia y oligoastenozoospermia, la tasa de fertilizacion normal fue mayor con
espermatozoides en fresco en comparacion con criopreservados, con tasas de implantacién y
embarazo similares. Aunque no valoramos los espermogramas alterados, podemos ver que
estos resultados son equiparables a los de nuestro estudio, con tasas de fertilizacion,
implantacion y embarazo similares tanto con esperma congelado como en fresco en rango

normal.

En base al estudio realizado por Colleen Miller y colaboradores (2020) no observaron
diferencias entre los espermatozoides congelados versus los frescos con ovocitos donados en
la media de fertilizacion, media de blastocistos o embarazo clinico. Dando soporte a nuestros

resultados, cuando se comparé el uso de muestras de espermatozoides congelados y frescos
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con ovocitos donados, no encontrando diferencias estadisticamente significativas en las tasas

de fertilizacion, tasas de blastocisto y el resultado del embarazo.

Recientemente han sugerido que las fallas repetidas después de ICSI pueden ser causadas por
el efecto de los espermatozoides.®® Los espermatozoides humanos tienen una participacion
altamente dindmica y esencial en la embriogénesis que claramente va mas alla del proceso de
fertilizacion. Sin embargo, se ha descrito que el ovocito humano es capaz de reparar algunas
de las anomalias dentro del ADN paterno.3 El ovocito estd equipado con una maquinaria que
se encarga de reparar el dafio del ADN en ambos genomas parentales después de la
fertilizacion.®* Sin embargo, la capacidad de reparacion no depende solo del tipo y la extension
del dafio del ADN, sino principalmente de la calidad del ovocito, que puede depender de la
edad, el entorno ovérico y el genotipo materno. 3>3¢ Algunos autores mencionan que en
presencia de defectos en los ovocitos, tanto la calidad del embriéon como la posibilidad de
formacion de blastocisto se ven influidas por la inyeccion de esperma congelado y
descongelado.®* Esto no coincide con lo obtenido en este trabajo ya que se obtuvieron
resultados similares, al usar évulos donados en fresco o incluso dvulos homologos, la tasa de
fertilizacion, la tasa de blastocisto y el resultado del embarazo entre los dos grupos fueron
comparables. Lo que nos hace pensar el que el uso Ovulos donados no cambio el
comportamiento evolutivo de los embriones al usar gametos masculinos de diferentes fuentes.
Lo que indica que el esperma congelado y descongelado tiene suficiente potencial para el

desarrollo embrionario temprano y el embarazo sostenido.

Aungue es evidente que durante la criopreservacion los espermatozoides estan expuestos a
factores estresantes fisicos y quimicos, que expresan cambios adversos, que pueden causar
dafio a la ultraestructura de la cabeza del esperma, al sistema metabolico del esperma, a la
composicion de lipidos de la membrana y a el estado de los acrosomas, 332 que se vera
reflejado principalmente en una menor capacidad de fertilizacion y una vida Gtil més corta. A
pesar de esto, nuestros resultados de investigacion y de estudios similares sugieren que el uso
de muestras congeladas no tiene implicaciones en las tasas de fertilizacion, tasas de formacién
de blastocistos, tasas de embarazo clinico comparadas con esperma en fresco. Por lo que al
momento de recomendar la criopreservacion o el uso de gametos congelados, podemos decir
que es una opcion aceptable, siendo Gtil para pacientes varones con deseos de preservacion de
fertilidad, aquellos con diagnostico de factor masculino severo que desean usar el banco de
esperma donado, para pacientes con distintos problemas, desde enfermedades graves como
cancer, hasta situaciones donde no se puede contar con la pareja en el momento de los
procedimientos y es necesario la congelacion de los gametos para su uso posterior.
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CONCLUSION

La criopreservacion de esperma es una técnica importante del manejo de la fertilidad en
TAR, pero el dafio criogénico a los componentes celulares puede tener efectos perjudiciales
sobre la funcion de los espermatozoides. Con la capacidad que tienen los ovocitos de reparacion
del ADN, se observa que el uso de una muestra heter6loga congelada puede no tener
implicaciones en el desenlace del embarazo. Lo que nos pone a considerar que en donacién de
6vulos usando diferentes fuentes de gametos masculinos no existe diferencia en la progresion

de los resultados de embarazo una vez transferidos los blastocistos.

Hemos demostrado en el presente estudio que los espermatozoides congelados y descongelados
pueden usarse de manera eficiente para TAR después de la congelacion y descongelacion, sin
comprometer significativamente el resultado. Por lo que los hombres con pardmetros seminales
normales, o aquellos con baja concentracion y motilidad espermatica, la criopreservacion es un
método factible y el prondstico es aceptable. Siendo ademas, una opcion para aquellas parejas
con deseos de la fertilidad que necesiten de bancos de epserma y con esto lograr conseguir

formar una familia y les sea posible llevar un bebe vivo y sano a casa.

Aunque los espermatozoides criopreservados se han utilizado eficazmente para ayudar a la
reproduccion durante décadas, se recomienda que se realicen estudios de seguimiento a largo
plazo en la descendencia obtenida de espermatozoides criopreservados en las generaciones

futuras para evaluar completamente su seguridad bioldgica.
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ANEXOS
Anexo. 1 Hoja de Recoleccién de Datos.
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
CENTRO DE FERTILIDAD IECH MONTERREY N.L

“IMPACTO DE LA CONGELACION DE SEMEN EN RESULTADOS DE FIV”

Numero de folio

Fecha

Nombre: Edad: Afios
Método ROPA: Si () No ()

Ovulos: ( ) 1.Homologo  ( ) 2.Donado fresco () 3.Banco Ovulos
Donacion: () 1. Completa (Ovulos-esperma)  ( ) 2. Esperma Congelado

() 3. Esperma Homologo
Tratamiento: () 1. FIV/ICSI () 2. Transf. Embriones () 3. FET

Tipo de esterilidad: ( ) 1. Primaria ()2. Secundaria
Tiempo de esterilidad: anos
Diagnostico:

() 1. Factor Masculino

() 2. Uterino (Miomas, Pdlipo)

() 3. Endometriosis/fEndometrioma

() 4. Ovario (Sop, Low Fertility, Br, Anovulacion, Oligoovulacién, Quistes) ( ) 5. Tubérico
(Oclusion, Hidrosalpinx)

() 6. Cervical

() 7. Causa Desconocida
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() 8. Inmunoldgica

Laboratorios:

AMH: ng/ml FSH: muUl/ml

Prolactina: ng/ml

Tratamientos previos: ( ) 1.No

Numero de 11U previas:

Protocolo:

( )1.Ccl/la ()2.Cc+ Gonadotropinas

() 3. Gonadotropinas

Dosis total de gonadotropinas:

LH: mUl/ml TSH:

( ) 2. IU-HE() 3. FIV

Numero de FIV previas:

() 4. Preparacion Endometrial

ul

GnRH: ( ) 1. Antagonista () 2. Agonista (Largo O Corto)

Dias de estimulacion:

HCG: ( ) 1. Ovidrel 250Ul ()2. HCG (Choragon-Choriomon) 10,000Ul ()3. Agonista

Numero de foliculos aspirados:
de MII:

Numero de Fertilizados:

FIV: ___ ICSl.____

Embriones vitrificados en dia 3:

vitrificados en dia 6:

Se transfirio:

()1.Si ()2.No

Numero de Transferidos:
Vitrifico embriones:

()1.Si ()2.No

Numero total de Vitrificados:

PIE: ( ) 1. Positivo () 2. Negativo

Numero de évulos obtenidos:

Blastos:

Embriones vitrificados en dia 5:

Dia de Transferencia:

Embarazo: ( ) 1. Negativo ( ) 2. Clinico-FCF+ ()3. Bioquimico

NUmero

Embriones
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Numero de sacos implantados:
Continuo: ( )1.Si ()2.No

Espermograma:
PRE Capacitacion POS Capacitacion:
Volumen:_ ml Volumen:_ ml
Cuentaporml:___ x6/ml Cuentaporml:__ x6/ml
Cuentatotal:_ millones Cuentatotal: _ millones
Motilidad progresiva: % Motilidad progresiva: %
Motilidad total: % Motilidad total: %
Cuenta total motil: % Cuenta total motil: %
Morfologia: % Morfologia: %

Hoja de recoleccidn realizada por Dr. Jesus Arnulfo Roiz Castro Médico residente de segundo Grado
de la Subespecialidad en Biologia de la Reproducciéon Humana en Centro De Fertilidad IECH Monterrey
N.L.
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