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LISTADO DE ACRONIMOS.

e ASEBIR: Asociacion Espafiola para el estudio de la biologia reproductiva.
e B-hCG: Fraccion beta de Hormona Gonadotropina Coridnica Humana.
e BEN: Benceno.

e CO2: Di6xido de Carbono.

e DGP: Diagnéstico Genético preimplantacional.

e EIP: Enfermedad Inflamatoria Pélvica.

e ESCA: Esterilidad sin causa aparente.

e FISH: Hibridacion in situ fluorescente.

e FIV: Fecundacién in Vitro.

e HCG: Hormona Gonadotropina Coriénica Humana.

e HUCA: Hospital Universitario Central de Asturias.

e ICMART: Committee for Monitoring Assisted Reproductive Technology
e ICSI: Inyeccidn Intracitoplasmica del espermatozoide.

e NO: Oxido de Nitrégeno.

e NO2: Diéxido de Nitrégeno.

e 03: Ozono.

e OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

e OR: Odd Ratio.

e PCR: Reaccidn de cadena de polimerasa.

e PM: Particulas en suspension.

e REM: Recuento de Espermatozoides mdviles.

e S02: Dioxido de azufre.

e SOPQ: Sindrome de ovario Poliquisticos.

e TOL: Tolueno.

e TRA: Técnicas de Reproduccion Asistida.




Estacionalidad y Fecundacién in Vitro

1.INTRODUCCION

1.1. DEFINICION DE INFERTILIDAD/ESTERILIDAD

Se entiende por esterilidad la incapacidad, tanto por parte del varén como de la mujer,
para concebir (Fathalla MF. et al, 1994). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
el Committee for Monitoring Assisted Reproductive Technology (ICMART) define
infertilidad o esterilidad como una enfermedad del sistema reproductivo, caracterizada
por la incapacidad de lograr un embarazo clinico después de 12 meses o mas de
relaciones sexuales no protegidas.

Actualmente, la infertilidad es reconocida como una enfermedad del sistema
reproductor afectando entre un 10-15% de las parejas en edad fértil, cuya tendencia va
en aumento (Zegers-Hochschild et al., 2009). Se estima que afecta a una de cada seis
parejas en edad fértil (Marqueta et al., 2010).

1.2. EPIDEMIOLOGIA DE INFERTILIDAD

El estudio de los problemas de infertilidad desde el punto de vista epidemioldgico es
complejo, por la heterogeneidad de los conceptos usados para definirla y por la falta de
idoneidad en las muestras poblacionales usadas (Ldpez Villaverde V., 2014).

En Espafia, se estima que el 15% de las parejas en edad reproductiva tienen algun
problema de esterilidad (Coloreu B., 2011). El acceso tardio de las mujeres a su primera
maternidad, junto con la baja calidad de los espermatozoides masculinos, son algunos
de los factores que han llevado a que la reproduccién asistida tenga cada vez mas peso
en la salud de los espafioles. Al afo se registran en Espafia, mds de 80.5000 ciclos de
reproduccion asistida, con cerca del 48% dedicados a la fecundacién in vitro. (Matorras
etal ,2011).

El 30% de los casos registrados de infertilidad se atribuye a factor masculino, un 30 % a
factor femenino, el 25% es mixto. A pesar de los ultimos avances obtenidos en el
diagnodstico y seguimiento de la infertilidad, entre 10 y 20 % de las parejas infértiles
resulta imposible identificarse la causa, y se denominan estos casos como infertilidad de
causa idiopatica o inexplicable (ESCA)( Boivin J. et al., 2007).
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1.3. CAUSAS DE INFERTILIDAD

La infertilidad puede ser causada por muchos factores fisicos y emocionales. Puede
deberse a problemas en el hombre, la mujer o en ambos (Lobo RA., et al., 2012).

Uno de los principales problemas en salud reproductiva se debe al papel que juega la
infertilidad masculina, ya que representa el 30% de las causas de infertilidad en Espaia,
tanto como causa Unica de la disfuncion reproductiva, como asociado a otros factores
de infertilidad femenina. Otro de los problemas frecuentes es la falta de informacién
por gran parte de las mujeres, ya que son muchas las que no consideran la edad como
un factor determinante (Tinnegerg HR., 2013).

El retraso de la edad de la maternidad en la mujer ocurrido en los ultimos afios ha
conllevado una demanda creciente de consejo y tratamiento reproductivo. En las
pacientes que se someten a técnicas de reproduccidn asistida (TRA), el éxito de las
mismas se relaciona entre otros factores con la edad de la paciente. Se sabe que las
esterilidades sin causa aparente aumentan conforme lo hace la edad de la mujer, > 35
afos (Maheshwari A., 2008). No obstante, la relacion entre la edad y la disminucion en
la capacidad re- productiva es altamente variable, aunque a partir de los 40 afios el
descenso folicular es un hecho (Figura 1).

Una causa atribuible a esta asociacién es la disminucidn de la reserva ovarica. El término
“reserva folicular” se usa para definir la cantidad y calidad de los foliculos presentes en
los ovarios en un determinado momento (Domingues T., 2010).
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Figura.1. Fertilidad de la mujer/edad de la mujer ( www.dhfertilidad.com ,acceso mayo 2016)



http://www.dhfertilidad.com/
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1.3.1. INFERTILIDAD FEMENINA

La infertilidad femenina puede ocurrir cuando:

- Un o6vulo fecundado o el embrién no sobrevive una vez que se fija al
revestimiento de la matriz (Utero).

- El évulo fecundado no se fija al revestimiento del utero.

- Los 6vulos no pueden movilizarse desde el ovario hasta la matriz.

- Los ovarios tienen problemas para producir évulos.

La infertilidad femenina puede ser causada por:

- Trastornos autoinmunes, como el sindrome antifosfolipidico.

- Defectos congénitos que afectan el tracto reproductor.

- Cancer o tumor.

- Trastornos de la coagulacién.

- Diabetes.

- Consumo excesivo de alcohol y sustancias toxicas.

- Ejercicio excesivo.

- Trastornos alimentarios o desnutricidn.

- Neoplasias (como miomas o pélipos) en el Utero y el cuello uterino.

- Uso de ciertos medicamentos, como por ejemplo farmacos quimioterapéuticos.

- Desequilibrios hormonales.

- Obesidad.

- Edad avanzada.

- Quistes ovaricos y sindrome de ovario poliquisticos (SOPQ).

- Infeccidn pélvica o enfermedad inflamatoria pélvica (EIP).

- Cicatrizacién a raiz de infeccion de transmisidn sexual, cirugia abdominal previa
o endometriosis.

- Tabaquismo.

- Cirugia para prevenir el embarazo (ligadura de trompas)

- Enfermedad tiroidea.



https://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/000816.htm
https://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/001504.htm
https://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/000369.htm
https://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/000888.htm
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1.3.2. INFERTILIDAD MASCULINA
La infertilidad masculina puede deberse a:

- Una disminucion de la cantidad de espermatozoides.
- Un bloqueo que impide que los espermatozoides sean liberados.

- Defectos en los espermatozoides.

La infertilidad masculina puede ser causada por:

- Defectos congénitos.

- Tratamientos para el cancer, incluso quimioterapia y radiacién.

- Exposicién a mucho calor durante periodos prolongados.

- Consumo compulsivo de alcohol y otras sustancias téxicas.

- Desequilibrio hormona.

- Impotencia.

- Infeccién.

- Consumo de ciertos farmacos (cimetidina, espironolactona y nitrofurantoina).
- Obesidad.

- Edad avanzada.

- Eyaculacion retrégrada.

- Cicatrizacion a raiz de enfermedades de transmisidn sexual, lesion o cirugia.
- Tabaquismo.

- Toxinas en el medioambiente.

- Vasectomia.

1.4. HISTORIA DE LA TECNOLOGIA DE LA REPRODUCCION

La infertilidad ha sido siempre una preocupacidn constante. Los problemas planteados
a nivel médico, social, ético, politico y religioso son testigos de este énfasis (Morice P.,
et al, 1995). La aparicion de las técnicas de reproduccion asistida en la década de los 70
supuso la apertura de nuevas posibilidades de solucion del problema de la esterilidad

para un amplio nimero de parejas aquejadas por esta patologia.

En 1978 nace la primera nifa en el mundo tras fecundacién in vitro e implantacion
embrionaria. El profesor Robert Edwards, recibiria en 2010 el Premio Nobel de Fisiologia
y Medicina por estos hallazgos. A principios de los 80, las tasas de embarazo aumentaron

con el inicio de la estimulacion ovarica controlada (Hartshorne, G.et al, 2008).

8



https://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/001282.htm

Estacionalidad y Fecundacién in Vitro

El primer nacimiento a nivel mundial tras criopreservacién y descongelacion de
embriones se lo debemos al equipo australiano dirigido por Trounson y Mohr en el afio
1983. Ese mismo afo, este grupo publicé el primer nacimiento a partir de donacién de
ovocitos (Trounson.A., 1983).

En 1992 tiene lugar en Bélgica una verdadera revolucién en el campo de la medicina
reproductiva con la introduccién de la microinyeccidn intracitoplasmatica de

espermatozoides (ICSI) (Palermo et.al., 1992).

A partir de 1990 se aunaron dos ramas cientificas por un lado las técnicas de
reproduccion asistida y por otro la biologia molecular, para dar lugar a una excitante y
pionera area biomédica, el diagndstico genético Preimplantacional (DGP). El diagndstico
genético preimplantacional (DGP) se presenta como una forma muy precoz de
diagndstico que, apoyandose en las nuevas técnicas de reproduccion asistida, hace
posible el estudio genético en los embriones antes de ser transferidos al Utero y, por
tanto, antes de que se haya producido la implantacién.

El DGP se ha desarrollado gracias a los avances en las técnicas de reproduccién asistida
y la aplicacion de las técnicas de biologia molecular, como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y la hibridacion in situ fluorescente (FISH) para el estudio de anomalias
génicas y cromosomicas en una Unica célula (blastémero). De este modo, en un ciclo de
fecundacion in vitro (FIV) se obtienen varios embriones, en los cuales se analizan 1 0 2
blastdmeros obtenidos mediante biopsia, lo que permite la transferencia de los
embriones caracterizados como sanos o cromosdmicamente normales (Rubio C. et al.,
2004). La idea de un analisis genético preimplantacional no es reciente. Ya en 1968,
Edwards y Gardner pudieron determinar el sexo en células del trofoectodermo de
blastocistos de conejo, basandose en la observacidn de la cromatina sexual (Edwards R.
et al., 1968). Sin embargo, los primeros intentos de DGP en embriones humanos
tuvieron que esperar al desarrollo de la técnica de PCR a principios de los afos ochenta.
Los primeros casos de embarazos fueron publicados en 1990 en un trabajo de Allan
Handyside, cuando su equipo realizo la determinacién del sexo del embrién en familias
conocidas por ser portadoras de enfermedades ligadas al sexo (Handyside A., 1990). La
practica del DGP ha evolucionado significativamente en los 15 afios transcurridos desde
los informes iniciales. Durante este tiempo se han desarrollado muchos procedimientos
clinicos y de laboratorio para mejorar la exactitud y la fiabilidad del DGP y para ampliar
el nimero de alteraciones estudiadas.
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1.5. INFERTILIDAD Y FACTORES MEDIOAMBIENTALES.

El crecimiento econédmico y la globalizacién han originado evidentes beneficios pero al
mismo tiempo han provocado la aparicidon de nuevos riesgos. Se ha estimado que en los
paises industrializados un 20 % de la incidencia total de enfermedades puede atribuirse
a factores medioambientales (Smith KR. Et al., 1999). La importancia del estilo de vida 'y
como puede afectar negativamente a la fertilidad es cada vez mas discutido.

Los agentes toéxicos pueden presentarse como productos quimicos, radiacion o
materiales fisicos, y pueden afectar al cuerpo y sus sistemas. Pueden provocar desde
una irritacion hasta la muerte de las células, los tejidos o incluso del organismo. Algunos
toxicos del aire pueden causar disfunciones en el aparato reproductivo, disminuyendo
la fertilidad, reduciendo las posibilidades de sobrevida del feto o embrién o llevando a
la presentacion de malformaciones. También pueden generar variaciones en el
funcionamiento del sistema inmunolégico que pueden afectar la implantacion y el
desarrollo del embridn. Los contaminantes mds estudiados son los incluidos en las redes
de vigilancia y control de la calidad del aire. Entre ellos se encuentran las particulas en
suspension, el diéxido de azufre (SO2) y el monéxido de carbono (CO). Estos provienen
principalmente de fuentes de emisién, como los vehiculos, las calefacciones de edificios
y algunos procesos industriales. Entre las particulas en suspensiéon destacan las que
tienen didmetro aerodindmico < 10 u (particulas tordcicas o PMjo) y las finas < 2,5 u
(particulas respirables PMy, 5). También se ha estudiado los posibles efectos del ozono
(O3), un contaminante secundario que se forma por reacciones fotoquimicas a partir de
la accion de las radiaciones solares sobre el NO2. Los solventes organicos, que se utilizan
como plastificantes, productos de limpieza o en combinacidén con otros agentes para
disolver materias primas (benceno, tolueno, xileno, estireno), son también
perjudiciales para la salud reproductiva. Su exposicidon en los hombres de mujeres
sometidas a TRA, produce una disminucién de la implantacién embrionaria en éstas
(Tielemans E.et al., 2000). Exposicion a metales pesados, tales como plomo, mercurio,
boro, aluminio, cadmio, arsénico, antimonio, cobalto, y litio, han sido considerados
toxicos para la reproduccidn (Chalupka S. et al2010). Los ftalatos (plastificantes que dan
flexibilidad y durabilidad a productos de PVC), han sido relacionados con reduccién en
la calidad seminal y fragmentaciéon de ADN espermatico (Duty SM. et al., 2003), asi como

con la endometriosis en la mujer (Cobellis L.et al., 2010).

Los efectos adversos de la radiacidn, tanto para el hombre como para la mujer, han sido
suficientemente demostrados (Kumar S., 2004). Tanto la radiacién en forma de rayos X
o0 gamma puede ser devastadora para las células sensibles del cuerpo humano, incluidas
las células germinales y de Leydig, en funcién de la edad y la dosis recibida.
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2.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HIPOTESIS

Se pretende probar la hipdtesis de que el éxito de la gestacion estd asociado al mes y/o

la estacion del afio que tiene lugar la técnica de FIV/ICSI.

2.2. OBIJETIVOS
2.2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal de este estudio es presentar los resultados de FIV/ICSI realizados
en HUCA durante el ano 2015, para evaluar el nimero de gestaciones evolutivas en las
cuatro estaciones del afio en parejas asturianas que acuden a técnicas de reproduccién
asistida en la sanidad publica, con objeto de determinar si el éxito de la gestacidon estd

asociado al mes-estacion en que se realiza FIV.

2.2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

Como objetivos secundarios se analizaran diferentes parametros del programa FIV/ICSI
segun la época del afio 2015.

e Estudiar si existe una correlacion estadistica entre gestacion evolutiva y
radiacidn solar/temperatura.

e Estudiar si existe una correlacion estadistica entre gestacion evolutiva vy
contaminacién atmosférica.

e Estudiar si existe una correlacidon estadistica entre calidad embrionaria vy
radiacién solar/temperatura.

e Estudiar si existe una correlacién estadistica entre calidad embrionaria y
contaminacién atmosférica.

11
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3. METODOLOGIA

3.1. TIPO DE ESTUDIO.
El proyecto consiste en un estudio retrospectivo observacional.
3.2. LUGAR DE ESTUDIO

El presente trabajo ha sido realizado en la Unidad de Reproduccién Asistida del Hospital
Universitario Central de Asturias (HUCA), area sanitaria IV del Principado de Asturias y
zona de referencia de tratamiento de la Comunidad.

3.3. POBLACION A ESTUDIO

La poblacién a estudio constd de las parejas a tratamiento de fertilidad de la unidad
FIV-HUCA que consiguieron gestacién mediante técnicas FIV/ICSI. Todas ellas cumplian
el protocolo de inclusién para tratamiento en la unidad FIV-HUCA. Todas las parejas
firmaron el consentimiento informado estandar del HUCA para la realizacién FIV/ICSI

gue coincide con el de la Sociedad Espafiola de Fertilidad.
3.4. METODOLOGIA DE ESTUDIO

El periodo de recogida de datos comprende de enero a diciembre del 2015. Los
resultados se agruparon trimestralmente en las cuatro estaciones del afio: primavera,
verano, otoio, invierno. La comparacién de datos se realizé mediante test de Pearsony

t-test para comparacion de medias de valores entre estaciones.

PROTOCOLO DE TRATAMIENTO:

Todas las parejas sometidas al tratamiento contaban con un estudio de esterilidad
basico previo: perfil hormonal, histerosalpingografia, cariotipo y serologia. Anamnesis e
historia clinica para deteccion de enfermedades concomitantes (diabetes, hipertensidon
arterial, alteraciones tiroideas, etc.), historial médico familiar sobre patologias y
enfermedades hereditarias.

El protocolo de tratamiento de estimulacién ovarica ha sido individual para cada

paciente, segun criterio médico, en funcién de la edad de la mujer, diagnéstico de

12
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infertilidad, historial reproductivo, respuesta a medicacidon en ciclos anteriores de
estimulacion ovarica si los hubo y otras condiciones médicas que podrian interferir a la
hora de recibir el tratamiento.

El ciclo de estimulacion se inicia los ovarios en reposo, es comun el uso de
anticonceptivos orales para el control de la menstruacion el mes antes de iniciar el
tratamiento. EI seguimiento del ciclo de estimulaciéon ovarica se realizd mediante
control ecografico trasvaginal y control analitico. Considerando respuesta normal un
valor de estradiol de 100-200 pg. por foliculo maduro, un minimo de 4 foliculos con
didametro entre 18-20mm y un grosor endometrial de 9-12 mm de grosor con patrén de

triple linea.

La puncion folicular se realiza alrededor del dia 13-14 del ciclo de estimulacién ovarica.
36 horas antes de la puncién, la mujer debe administrarse hCG (hormona gonadotropina
coridnica) mediante inyeccién subcutdnea en zona adiposa abdominal con pluma
precargada. La administracion de hCG es fundamental para desencadenar la ovulacién.
La puncion se realiza en quiréfano, bajo sedacion de la paciente, mediante puncion-
aspiracion trasvaginal ecodirigida, con aguja estéril. Inmediatamente, el liquido folicular
aspirado se lleva al laboratorio en tubos de Falcon precalentados previamente para no

interferir en la curva natural de temperatura.

En el laboratorio, se realiza |la recuperacion de ovocitos del liquido folicular bajo
campana de flujo laminar con superficie calefactada. El liquido folicular se examina bajo
lupa binocular para recuperar los ovocitos y pasarlos a placa con medio de cultivo para
gametos, se mantienen en incubadora a 372C y atmdsfera 6% CO2, 5% 02 hasta su

posterior fecundacion.

La valoracidn seminal se realiza siguiendo criterios de referencia de la OMS 2010. El
varén aportara la muestra de semen la misma mafana de la puncién, en el mismo
laboratorio de embriologia de la unidad, siguiendo el protocolo de recogida de muestra
de la unidad. La capacitacidon espermatica, proceso mediante el cual se obtienes los
espermatozoides mas méviles, puede ser mediante gradiente de densidad o swim-up.
En caso de FIV/ICSI la técnica de eleccién de FIV-HUCA es swim-up.

La fecundacion de ovocitos se lleva a cabo 4- 6 horas después de la puncién. Puede
realizarse mediante FIV cldsica o ICSI, dependiendo fundamentalmente del nimero de
ovocitos recuperados y la calidad de la muestra seminal obtenida. En este estudio, la
mayoria de los casos de fecundacion se realizaron por ICSI, puesto que es la técnica

13
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elegida mayoritariamente en el laboratorio FIV- HUCA, debido a que tiene menor fallo
de fertilizacién que FIV clasica.

Los ovocitos fecundados se conservan en placas de fecundacién en el incubador 17-
20h. Cada placa se identifica con nombre de la paciente y nimero de ovocitos
fertilizados. Transcurridas 17-20h desde la fecundacién, se valora el proceso de
fertilizacion, manteniendo en medio de cultivo aquellos cigotos fertilizados
adecuadamente: 2pronucleos y 2corpusculos polares.

El control de las condiciones de temperatura, luz y PH son fundamentales para un buen
desarrollo embrionario.

La valoracién del desarrollo y calidad embrionaria se realiza en dia 2 y 3 de desarrollo,
segun criterios de clasificacion embrionaria ASEBIR (Asociacidn Espafiola para el Estudio
de la Biologia Reproductiva) en cuatro categorias (A, B, C, D) considerando los embriones
tipo A los que mas probabilidad tienen de implantarse con éxito y los D los que ofrecen

peores garantias (Figuras 2,3).

Categoria Evolucién D+2 a D+3 % fragmentacion Simetria Vacuolizacién | Multinucleacién

. . Todas iguales : :
A 4 células a 7-8 células Menos del 10% g Ausencia Ausencia
0 semejantes

Incremento de 3-4 células Todas iguales

B . N Hasta el 25% Ausencia Ausencia
(cualquier combinacion) o semejantes
Incremento de 1-3 células . Ausencia .
C . . Hasta el 35% Desiguales Ausencia
(cualquier combinacion) 0 pocas
| tod ; . .
D ficremento de Uns Mas del 35% Desiguales Abundantes Presencia

sola célula

Figura 2. Clasificacion Embrionaria D+2, D+3 Cuadernos de ASEBIR, 2008.

Figura 3. Clasificacion Embrionaria D+2, D+3 Cuadernos de ASEBIR, 2008

Los medios de cultivo utilizados en todos los casos son medios comerciales de la casa
VITROLIFE®, siguiendo los protocolos establecidos por la casa comercial para cultivo de

gametos y embriones.
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La trasferencia embrionaria tiene lugar en dia +2, dia +3 de desarrollo embrionario. Se
realiza en quiréfano, mediante trasferencia intrauterina guiada por ultrasonografia
abdominal en el quiréfano de la unidad. La paciente acude con la vejiga llena para
corregir la posicion anatdomica del Utero, no requiere anestesia al tratarse de una técnica

indolora.

La trasferencia maxima de embriones, de acuerdo con la Ley 14/2006, de 26 mayo, sobre
técnicas de Reproduccién Humana Asistida es de tres embriones. En la mayoria de los

casos se trasfirieron dos embriones, previo acuerdo con la pareja.
Tras la trasferencia, se mantiene aporte de progesterona para soporte de fase litea.

La valoracién de la gestacidn se realiza 15 dias pos-trasferencia, si no ha venido la
menstruacién. Mediante test-embarazo se determina en orina B-hCG (subunidad B de
hormona gonadotropina coridnica), considerando embarazo bioquimico si el resultado
es positivo. El embarazo evolutivo se confirmara mediante control ecografico,

observando la presencia de saco embrionario y latido fetal.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO.

VARIABLES A ESTUDIO:

a) Estaciones del ano: primavera, verano, otofio, invierno.
b) Calidad ovocitaria

c) Gestacion Evolutiva

d) Nivel de radiacion solar.

e) Temperatura ambiental.

f) Nivel NO2 (Didxido de Nitrogeno)atmosférico.

g) Nivel 03(Ozono) atmosférico.

h) Nivel SO2 (Didxido de azufre) atmosférico.

i) Nivel PM10 (Particulas en suspensién) atmosférico.
j) Nivel BEN (Benzeno) atmosférico.

k) Nivel TOL (Tolueno) atmosférico.

[) Nivel MXIL (Xileno) atmosférico.
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Las fuentes de los datos han sido las siguientes:

e Registro de datos de Trasferencias en fresco cedidos por Unidad de
Reproduccidn Asistida Hospital Universitario Asturias (Dra. Lourdes Sanchez:
Numero de trasferencias totales, nimero de gestacion evolutiva).

e Registro de datos clinicos de pacientes a estudio cedidos por Unidad de
Reproduccidn Asistida Hospital Universitario de Asturias (Servicio de Enfermeria,
Unidad FIV-HUCA: edad de las pacientes del estudio, causa de esterilidad, calidad
embrionaria).

e Red de emision de contaminantes del Principado de Asturias durante el afno 2015
(contaminantes atmosféricos: NO2, Co, PM10, O3, BEN, TOL, MXIL).

e Instituto metereoldgico del Principado de Asturias (Temperatura/Radiacion).

ANALISIS DE DATOS:

El andlisis estadistico para la evaluacién de resultados se realizé con el programa IBM
SPSS Statics v23.0.0. y la Statistical Toolbox de MATLAB. Se utilizé el test de correlacion
de Pearson para la obtencidn de correlaciones significativas y el t-test para comparaciéon
de medias de valores entre estaciones.
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4. RESULTADOS

Para desarrollar este trabajo se han analizado los resultados de 223 trasferencias en
fresco realizadas entre enero —diciembre del 2015. De las 223 trasferencias realizadas
en fresco se seleccionaron 73 de ellas, las cuales obtuvieron gestacién por FIV/ICSI
(Figura 1, 2).

Entre los distintos tipos de infertilidad que presentaban las parejas predominaba el
factor masculino, seguido de baja reserva ovdrica, factor tubdrico, endometriosis y
esterilidad de origen desconocido. El rango de edad de las mujeres oscilaba entre 24 y
39 afios, siendo la media de edad 34 afos. En la mayoria de los casos, la trasferencia fue
de dos embriones.

Como se muestra en la figura 1y 2, aunque el nUmero de transferencias varia segun el

mes estudiado, el porcentaje de gestaciones evolutivas no mostraba diferencias
significativas a lo largo de las 4 estaciones del aio.

Gestacion evolutiva 2015

O O O N & QO o < NS < <
s & & @S\ S & & /\QQ?‘ & K
S &9 & & ¢

& O >
) <
Trasferencia en Fresco Numero de gestacion evolutiva

Figura 1. Representacion del numero de trasferencias totales realizadas y numero de gestacion
evolutiva mensual en el 2015.
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Porcentaje de gestacion evolutiva
estacional

INVIERNO PRIMAVERA VERANO oToNo

Figura 2. Porcentaje (%) de gestacion evolutiva estacional 2015

Los valores de los distintos contaminantes atmosféricos estudiados en el area de Oviedo
EN LAS 4 ESTACIONES se muestran en la figura 3. Observandose una mayor
concentracion de NO, NO2 en invierno y otofio, mientras el O3 presenta mayor
concentracion en las estaciones inversas: primavera y verano.

Los valores numéricos se encuentran en el anexo del trabajo.

Contaminacion media por estacion

60

50

40 : {

30 1 1

20 1

10 4 ’

N i e
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Hinvierno Mprimavera Mverano otofio
Figura 3. Se representa el valor medio de cada contaminante a lo largo de los tres meses de la

estacion (1: SO2 ug/m3, 2: NO ug/m3, 3: NO2 ug/m3, 4: CO mg/m3, 5: PM10 ug/m3, 6: O3
ug/m3, 7: BEN ug/m3, 8: TOL ug/, 9: MXIL ug/m3)
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La media de los valores de radiacion solar y temperatura durante las cuatro estaciones
del afio 2015 se representan en la figura 4.

Valores medios de temperaturay
radiacion solar

1 2 3 4

Temperatura 2C Radiacion solar (Kw/h m2)

Figurad.Valores de la radiacion solar y temperatura media a lo largo de las estaciones (1:
invierno, 2: primavera, 3: verano, 4: otofio)

Se ha hecho un estudio del coeficiente de correlacion de Pearson entre las variables
ambientales, valores de contaminacion, radiacién solar y gestacién evolutiva y calidad
embrionaria. De las correlaciones obtenidas se han considerado estadisticamente

significativas aquellas con un p-valor menor de 0,05.

Los resultados numéricos pueden consultarse en las tablas A3 y A4 de los anexos.

Pearson NO2 PM10 MXIL Rad. Sol. T2 % Exit. Gr. Emb.
p-value
NO2 0.32 0.84 -0.86 -0.60 -0.58 0.13
p(0.32) P(0.00) P(0.00) P(0.04) P(0.05) P(0.70)
PM10 0.32 0.41 -0.30 -0.06 -0.30 0.57
p(0.32) P(0.20) P(0.33) P(0.84) P(0.35) P(0.06)
MXIL 0.84 0.41 -0.90 -0.41 -0.56 0.08
P(0.00) P(0.20) P(0.00) P(0.20) P(0.06) P(0.81)
Rad. Sol. -0.86 -0.30 -0.90 0.58 0.37 -0.16
P(0.00) | P(0.33) | P(0.00) P(0.05) | P(0.25) | P(0.62)
T2 -0.60 -0.06 -0.41 0.58 0.21 -0.05
P(0.04) | P(0.84) | P(0.20) | P(0.05) P(0.52) | P(0.87)
% Exit. -0.58 -0.30 -0.56 0.37 0.21 -0.27
P(0.05) | P(0.35) | P(0.06) | P(0.25) | P(0.52) P(0.41)
Gr. Emb. 0.13 0.57 0.08 -0.16 -0.05 -0.27
P(0.70) P(0.06) P(0.81) P(0.62) P(0.87) P(0.41)

Tabla 1. Valores del coeficiente de relacion de Pearson
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De los resultados del coeficiente de correlacion de Pearson podemos extraer varios
resultados:

1. Las particulas en suspension PM10 no muestran una correlacidn significativa con
el resto de contaminantes mostrando un origen de la contaminacion
posiblemente diferente.

2. Lasvariables con correlacidn significativa (p-valor<0,05) con la tasa de gestacion
es la contaminacidon atmosférica por NO2.

3. Sobre la calidad embrionaria la correlacién no es significativa para ninguno de
los contaminantes estudiados.

Para el estudio de regresion lineal entre variables se realiza un ajuste lineal para obtener
el OR (odd ratio) como la pendiente de la recta que mejor ajusta los datos. Los resultados
aparecen en las siguientes figuras (Figura 5, 6 ,7).

&0

OR Cl 95%
057 (-1.17.0.02)

S

&
=]
T

Tasa de gestacion (%)
S &

b
=

2-5 3-I’_'II 3-5 4-0- 4-5 50
NO2 (pg/m 3 )

MG
o

Figura 5: Relacion lineal entre NO2 y porcentaje de fecundacion para un nivel de
confidencia del 95% (azul) e intervalos de confianza para un 95% (negro).Correlacion
Pearson -0.57.
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¢

J

Tasa de gestacion (%)

10 - OR CI 95%
65.91(-14.51, 0.69)

0
0.5 1 1.5 2 2.3
MXIL (pg/m>)

Figura 6: Relacion lineal entre MXIL y porcentaje de fecundacion para un nivel de
confidencia del 95% (azul) e intervalos de confianza para un 96% (negro). Correlacion
Pearson -0.56

3.5
OR CI1 95%

3l 0.05 [—ﬂ.ﬂﬂ. 0.11]' /
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26 28 30 32 34 36 38
PM10 (pg/m?)

Figura 7: Relacion lineal entre particulas PM10 y calidad embrionaria (A (1), B (2), C (3),
D (4)) para un nivel de confidencia del 95% (azul) e intervalos de confianza para un 95%
(negro). Correlacion de Pearson +0,57.
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Se ha comprobado que la temperatura /radiacion no muestra una correlacion
(coeficiente de Pearson) significativa (p>0.05) con la tasa de gestaciones, ni el grado de
calidad embrionaria. Sin embargo, NO2 y MXIL tienen correlacién significativa con
factores estacionales (radiacidn solar y temperatura) mientras que PM10 no muestra

ninguna relacion estadisticamente significativa con estos factores ambientales.

A fin de realizar el estudio estacional, se compararon los datos mediante un t-test para
ver entre qué estaciones se producen valores distintos estadisticamente significativos

(p<0.05). Los resultados aparecen en las siguientes tablas (Tabla 2, 3, 4).

NO2 Invierno Primavera Verano Otofio
Invierno 0.045 0.019 0.2489
Primavera 0.045 0.92 0.018

Verano 0.019 0.92 0.020

Otofio 0.2489 0.0186 0.0204

Tabla 2: p-valor para el caso de la variacion entre estaciones del NO2 medio (t-test).

MXIL Invierno Primavera Verano Otoio
Invierno 0.1937 0.3415 0.38
Primavera 0.1937 0.0208 0.047
Verano 0.341 0.0208 0.018
Otofio 0.386 0.047 0.08

Tabla 3: p-valor para el caso de la variacion entre estaciones del MXIL medio (t-test).

PM10 Invierno Primavera Verano Otofo
Invierno 0.3582 0.287 0.376
Primavera 0.358 0.112 0.930
Verano 0.2872 0.11 0.101
Otoio 0.376 0.9302 0.1019

Tabla 4: p-valor para el caso de la variacion entre estaciones de PM10 medio (t-test)

De las anteriores tablas puede observarse:

e El nivel NO2 muestra variaciones estacionales significativas en el paso del

invierno a la primavera (baja) y del verano al otofio (sube).

e El nivel de MXIL sdlo se altera en el paso de la primavera al verano (sube) y del

verano al otofo (sube)

e PM10 no presenta variaciones estadisticamente significativas entre estaciones.

22




Estacionalidad y Fecundacién in Vitro

En cuanto a la variacién estacional (invierno, primavera, verano y otofio) de la tasa de
éxito de gestacion, los resultados aparecen en la siguiente tabla (Tabla 5).

% Exit. Fecund | Invierno Primavera Verano Otofio
Invierno 0.6858 0.613 0.6541
Primavera 0.6858 0.5236 0.5006
Verano 0.6313 0.5236 0.8121
Otofio 0.6541 0.5006 0.8121

Tabla 5: p-valor para el caso de la variacion entre estaciones de la tasa media (3meses)
de éxito en la fecundacion (t-test)

Como puede observarse, las variaciones en la media de éxitos de fecundacion (28.8 en
invierno, 31.7 en primavera, 27.2 en verano y 25.6 en otoiio) no son significativas.

23




Estacionalidad y Fecundacién in Vitro

5. DISCUSION.

El impacto del estilo de vida y de la exposicidn a factores ambientales, tales como
agentes fisicos (irradiacion, campos magnéticos, calor), sustancias quimicas y téxicas
medioambientales (polucionantes del aire, pesticidas, metales, componentes del humo
del tabaco) es un problema que preocupa y que gana importancia en nuestra sociedad
actual (Sharma R., 2013).

En nuestro estudio se ha observado cierta relacién entre la tasa de gestacién vy
contaminantes ambientales atmosféricos, asi como la calidad embrionaria en relacion
con las particulas en suspension (PM10). Si bien, el grado de correlacidon no es muy alto
(alrededor de 0.6 en todos los casos).

A pesar de que el estudio de la contaminacion del aire ha recibido una especial atencién
en las ultimas décadas por razones de salud, son menos las publicaciones sobre sus
efectos sobre la fertilidad (Sram RJ., et al., 2005). Contaminantes como el dioxido de
azufre, mondxido de carbono, didxido de nitrégeno, particulas de ozono, o gases
procedentes de los vehiculos de motor, emisiones industriales, etc., han sido
relacionados tanto con la disminucion de la fertilidad masculina, al afectar a la
morfologia, motilidad y fragmentacién del DNA espermatico (Sokol RZ. et al., 2003), asi
como con la aparicion de sucesos adversos obstétricos: abortos, prematuridad, muerte
fetal (Ritz et al., 2007). El bajo peso al nacer, también se asocia con la exposicién a

contaminantes ambientales durante el embarazo (Lee et al., 2003).

La concentracion de los contaminantes en la atmdsfera se afecta por variables
meteoroldgicas como, la temperatura, la humedad relativa y la radiacién solar, que
controlan a su vez la velocidad con la que se realizan las reacciones quimicas
atmosféricas. Por otro lado, la dispersién de estos contaminantes es influenciada por la
velocidad y direccién de los vientos, asi como la estabilidad que predomina en la
atmosfera (Bravo et al., 2000).

La contaminacion fotoquimica (o tipo “verano”) se refiere principalmente a la
contaminacién procedente de las reacciones de los hidrocarburos y los 6xidos de
nitrogeno, estimuladas por la luz solar intensa y el incremento de la temperatura. Los
contaminantes primarios procedentes de la combustion de combustibles fdsiles
presentan un patrén con valores mas altos en invierno y valores mas bajos en los meses
de verano. En cambio el ozono presenta el patrén inverso, sus valores son mas altos en
los meses de temperaturas mas altas debido a la interaccién de los rayos ultravioleta
con los gases precursores procedentes del escape de los vehiculos y otras fuentes (NO2
y CO). Estos datos concuerdan con nuestros resultados, donde el NO2 muestra una

correlacion de Pearson con la radiacion solar de -0.86.
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El aumento de la concentracion de didxido de nitrégeno (NO2) tanto en el ambiente
exterior como en el interior del laboratorio estaria significativamente asociado con una
menor posibilidad de embarazo y nacimiento durante los tratamientos de fertilizacién
in Vitro; segun sostiene uno de los ultimos estudio llevado a cabo entre el afio 2000 y
el 2007 por el Penn State College of Medicine en Pennsylvania sobre mas de 7000
mujeres en areas rurales, urbanas y suburbanas. Los resultados son mas complejos
cuando se trata de otro contaminante, el ozono (03). La exposicion a altos niveles de
0zono se asocia con mejores tasas de gestacion. Sin embargo, los niveles de NO2 tienden
a bajar a medida que aumentan los niveles de O3 y el NO2 es el contaminante que
mantiene mayor asociacion negativa con la tasa de éxito en FIV. Las posibilidades de
éxito del tratamiento in Vitro no se relacionaban con la alta concentracion de ozono sino
con la baja concentracidon de NO2 (Legro R., et al., 2010). Este dato también concuerda

con los resultados del presente trabajo.

El tolueno y el xileno se usan en: esmaltes para ufias, pegamentos y adhesivos, lacas,
elevadores de octano en la gasolina, pinturas, disolventes de pintura, procesos de
impresién y curtido del cuero, pegamentos de caucho y plastico, pintura para madera.
Se debe destacar el cardcter liposoluble, su especial afinidad por tejido graso del
sistema nervioso y su poder téxico, mutagénico y carcinogénico. Sobre el sistema
reproductor, las mujeres pueden sufrir alteraciones en los ciclos menstruales
(menorragia, metrorragia). Se ha visto que también provoca problemas durante el
embarazo (amenaza de aborto, hemorragias durante el embarazo) y esterilidad. En un
estudio realizado por Susan R. Reutman y colaboradores (Reutman S., et al., 2002), se
concluyd que la exposicion a estos contaminantes altera cronicamente los niveles de la
hormona luteinizante (LH), pudiendo esto impactar en los procesos bioldgicos LH-
dependientes. Nuestro estudio muestra una corelacidon de Pearson entre Xileno y la tasa

de gestacion (-0,56), si bien no muy elevada.

En cuanto a la embriotoxicidad, en nuestro estudio hemos encontrado una influencia
de las particulas PM10. En la literatura aparecen numerosos estudios relacionan las
particulas en suspensién con problemas en el embarazo, no hay muchas referencias
sobre su influencia en la calidad embrionaria. Un estudio realizado por Mesquita S. y
colaboradores (Mesquita S., et al., 2014) asocia estas particulas a baja calidad del
embridn en un modelo animal (Pez Cebra). Anteriormente, un estudio realizado en
Brasil, mostraba un mayor riesgo aborto después tanto en FIV como por concepcion
espontanea en las personas expuestas a elevadas concentraciones de PM10 durante la
fase folicular (Perin PM., et al., 2010).

En primavera suben temperaturas, el dia se alarga y hay mas luminosidad. El estado de

animo suele ser mas positivo. La luz y el calor aumentan las sensaciones placenteras,
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influyendo también en la produccion de hormonas como la melatonina y sintesis de
vitamina D. La Vitamina D es una vitamina liposoluble que se almacena en el tejido graso
del cuerpo. La piel sintetiza vitamina D a partir de 7- dehidrocolesterol por accion de los
rayos ultravioletas (UVB). La sintesis de vitamina D a través de la piel representa la mayor
fuente de vitamina D. El cuerpo produce vitamina D cuando se expone directamente al
sol, 10- 15 minutos de exposicidn al sol tres veces por semana son suficientes para
producir los requerimientos corporales de esta vitamina. Se ha demostrado que los
niveles de vitamina D varian durante las estaciones, siendo mds bajos durante el invierno
que en verano y primavera (Moller et.al., 2012) La deficiencia de vitamina D es muy
frecuente, pero dificil de evaluar. El déficit de vitamina D es responsable de la
desmineralizacién &sea, osteoporosis y aumento de riesgo de fracturas. Presenta
efectos beneficiosos en enfermedades autoinmunes, diabetes, enfermedades
cardiovasculares, asi como en la investigacién del cancer (Holick MF. et al., 2007). La
vitamina D también influye en el sistema reproductivo, en especial sobre el tejido
ovdrico, aumenta la produccién de progesteronay estradiol y favorece la foliculogénesis
(Elisabbeth L., et al., 2012). Un grupo de investigadores realizaron un pequeio estudio
en el que compararon en lItalia el éxito de la FIV en 154 mujeres con deficiencias en la
vitamina D con el de 181 mujeres con niveles suficientes de vitamina D (Trably C., et al.,
2015). Las que tenian unos niveles de vitamina D suficientes tenian el doble de
probabilidades de quedar embarazadas que las que tenian una deficiencia de vitamina
D, informd el equipo. Las mujeres con niveles suficientes de vitamina D también tenian
mas probabilidades de tener embriones de mejor calidad y una mayor probabilidad de
implantacion del embridn en el Utero, hallé el estudio. El estudio no demuestra que haya
una relacidn de causalidad, y, el coautor del estudio, enfatizé que "se necesitan ensayos
clinicos aleatorizados para confirmar los hallazgos"; "ciertamente sugieren que los

niveles bajos de vitamina D contribuyen a la infertilidad" (Paffoni A., et al., 2014).

En nuestro estudio la temperatura ni la radiacion solar no muestran correlacién
significativa, aunque es dificil determinar la exposicién solar de cada individuo y los
niveles de vitamina D no estaban disponibles (no es un valor analitico recogido en el
protocolo FIV-HUCA).

De estos factores ambientales el NO2 y el MXIL muestran variaciones significativas entre
estaciones. Sin embargo, la tasa de gestacion evolutiva no tiene variaciones
significativas estacionales. Esto puede ser debido a que la correlacién con estos
contaminantes no es muy alta. Por otro lado, este resultado final puede verse afectado

por algunas limitaciones de nuestro estudio, entre las que se cuentan:

e La edad de la paciente, uno de los factores asociados a la tasa de éxito en Ila

gestacion, es variable.
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e El tamafio de la muestra, no es suficientemente grande.

e Poca informacién sobre la pareja masculina, nuestro estudio carece de datos
sobre los pardmetros seminales en el dia de FIV.

e Desconocemos el tiempo de exposicion a la radiacion solar del individuo a

estudio.
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6.CONCLUSION.

o En el presente trabajo hemos podido llegar a las siguientes conclusiones:

1. Los cambios entre estaciones no influyen significativamente en la tasa de éxito
de gestacion por FIV/ICSI.

2. Latemperatura/radiacion no muestra una correlacion (coeficiente de Pearson)
significativa (p>0.05) con la tasa de gestaciones ni el grado de calidad
embrionario.

3. Latasa de éxito de fecundaciéon muestra correlacidon significativa con los valores
de algln contaminante ambiental estudiado: NO2.

4. Lla calidad embrionaria no muestra correlacion significativa con ninguno de los
contaminantes ambientales estudiados.
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8.  ANEXOS.

Tabla A1. REGISTRO DE PRINCIPALES CONTAMINANTES ATMOSFERICOS MEDIO EN
LA CAPITAL DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS (OVIEDO).

RED DE ESTACIONES DE INMISION GESTIONADAS POR EL PRINCIPADO DE ASTURIAS

Estacion P. Deportes

Ayuntamiento  Oviedo Latitud 43°22'06"N
Direccion  Palacio Deportes Longitud 5°49'55"W
Cadigo nacional 33044030 Altura 186m

INFORME DE DATOS VALIDADOS Mensual

Intervalo de fechas  01/01/2015-31/112/2015
Los informes mostraran datos validados por un gestor. Si para las fechas seleccionadas no hay datos validados se mostrarén dstos

temporsles pendientes de valioar.

Hora 02 NO NO2 co PM25  PM10 03 BEN ToL MXIL

HH:MM (wgm3)  (wgm3) (ugm3) (mgm3) (ug/m3) (ugm3) (wgm3)  (wgm3) (gm3)  (ugim3)
Enero 010172015 15.0(v)  65.0(v)  40.0(V)  0.45(V) 340(v)  180(V)  091(V) 414(V) 211(V)
Feb. 01022015 9.0(V)  340(v)  420(V)  035(V) 260(v)  31.0()  066V) 231(v)  1.08(V)
Marzo 01032015 6.0(V)  17.0(v)  36.0(v)  0.29(V) 310(v)  360(v)  064V) 191(V)  1.0(V)
Abrl  01/042015  9.0(v)  140(V)  340(V)  0.31(V) 36.0(v)  400(v)  05(V)  174(V)  0.98(V)
Mayo 01052015 6.0(V)  10.00v) 24.0(V)  0.18(V) 200() 450(v)  036(v) 1.08v)  061(V)
Junio 01062015  8.0(V)  26.0(v)  28.0(V)  021(V) 350(v)  450(v)  033(V) 1.05V)  0.59(V)
Julio  01/072015  50(v)  18.0(V)  30.0(v)  0.25(V) 260(v)  410V)  034V) 1.04v)  1.07(V)
Agosto 01/0872015 7.0(V)  60(V)  220(V) 03(V) 300(v)  390(V)  03%(V) 1.25V)  0.95(V)
Sept  01/092015 6.0(V)  130(v)  280(V)  043(V) 260(V)  390V)  032v) 133(V) 084V
Oct. 011102015 100(V)  30.00v) 39.0(v)  05(V) 200(v)  190(v)  048v) 206(v) 1.32(V)
Nov. 01112015 140(V)  530(V)  440(vV)  058(V) 370(v)  320(v)  065V) 273(V)  1.88(V)
Dic. 01122015 1200v)  79.0(v)  47.0V) 062V) 350(v)  260(v)  0.76(v) 366(v)  235(V)
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Tabla A2. REGISTRO DE RADIACION SOLAR MEDIA EN LA CAPITAL DEL PRINCIPADO
DE ASTURIAS (OVIEDO).

Oviade
e Dieola
rad Dikssa
0 | il Dieola medka
— vl Cipbal reeka
~ .
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2 '\-\.
5 WA
- ”
ra r N
E w — = N,
= p wef X
- ),
§ L | 218 \ 3
&
1
E oo -
5 ,f' .\’R
| 1
b 43
232 || 250
- oat] 1a7 || 240 || 280 2E || 2 |
oon || 128 1"’_ o7 || are
=

Ene Fab Mar Abe May Jun  Jul o Sep Ocl Moy Dic
br. Global 177 243 360 446 49 65X 5F 4 410 ZT4 1AT 14w

MINISTERIO _
DE AGRICULTURA, ALIMENTACION
Y MEDIO AMBIENTE

Agencia Estatal de Meteorologia
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o L L I | O O O R
50 0855 Q761] 0732 05H| 07| 0787 QAT AR Q344) 04 0034 (303
N (455 (815 0700) 0431) O704) 07%8)  O810) 04| -0467) 0Bd6| Q008 D038
N2 (761 081 (813 038 Q065 QM6 0A33| (86| -05E7| 086 Q0% QU3
(0 e L i (258 Q241 0582) 0743 0847) DA%6| 033 0012 (2R
P10 R I Q067 0361 (038 (415 -D30R| 0308 0514 (05M
0 L O O O | L O O U | A
BN Q87 009 (86) 058 0381 0780 (848 (832 Q46| -0A33) 0082 (063
ToL (7] Q811 0433) (043) 0384) Q&) (0848 (928 -0.4%5) 0805 Q023 (0043
ML (838 093 (M6 0847 0415 0773| Qa| 0493 (565 -0903) Q@21 (d
it {34d| 0487) 05E7| QA%E| 0308 0075|046 Q4S5) 56§ () (284 4N
Rl Q33| Q86 Q361| -0388) 0303 0833 QA Q805 0903 0478 {044 0108
[dad Q038) 0008 Q0S8 012) 0S4 DA33) 0p42] Q023 002 034 D04 Q419
G. b (363) Q038 M31) Q282) 0574 0007|0063 0093 081 073 -0M6d| 0409
Tabla A3. Valores del coeficiente de relacion de Pearson de las variables estudiadas.

Palon 2 NO[  WO2 (of Mo 03 B T  MML| WG] RSl [dsl]  GlImb

50 01001 007 0M0) 0058 000 0004 0000f 0001 0301) o000l Q%) 0am

N0 (001 Q02| 0006) 086 OO16) 0003 0QOOf  0Q00| 0M48) 0001  0%80) 0812

NG2 Qa0 0402 002 0323 0006 000 000N 0O01  O0SE) 0001  OBed) 000

{0 Q010[ 0do6| a2 (0444|0008 O061) 0008 0001) 0421 0000 0.3 0402

PM10 (058 0186 033 0444 0845 0275 0243 0204] 0387) 0355 (QA05) 0068

i 0010[ 0016 0006 0009) 084S 0008] 0002 0005)  06D7] 00020  OA%[ 04m

BN Q004[ 0003 0002 0061) 0275 0.008 00 0002 09 0001 O7E8 08N

T0L Q000[ 0000 0001 o009) 0243 0002 0000 00| 0159 0000] 0846] 078

WAL Q001 0000 Q001 ool 0204) 0005 0002 0000 0070  0000] 0850) (0813

b 0301) 0148 00%E| 012 0387) 0607 0492 0458 0% 0251 0397 041

Rl Q001 0401 0001 0Q00) 038E) 0002 0001 00000 0000f 0381 0898 0420

[dad 0921 0880| OBed| 0243) 105) 0696 0788 0%46) 0950 0397 (8% 0200

6. Imb 072 0812 0700 0402) Q6] 0983 0384|0085 0MM3] Q417 QA20] 0200

Tabla A4. Valores del P-valor para los coeficientes de correlacion de Pearson tablal.
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