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; RETROSPECTIVA DE LA TECNOLOGIA DE LABORATORIO EN REPRODUCCION ASISTIDA

SIMPOSIO: TECNOLOGIA DE LABORATORIO EN REPRODUCCION ASISTIDA
SYMPOSIUM: LABORATORY TECHNOLOGY IN ASSISTED REPRODUCTION

RETROSPECTIVA DE LA TECNOLOGIA DE
LABORATORIO EN REPRODUCCION ASISTIDA

Resumen

Se revisa la secuencia evolutiva de la tecnologia de laboratorio en reproduccion asistida. Desde
los primeros intentos de manipular embriones preimplantacionales recuperados de oviductos
animales, en 1912, las transferencias directas o con breves periodos de incubacion a madres
receptoras, el complejo proceso biogquimico de preparacion y suplementacion de los medios de
cultivo a partir de soluciones salinas quimicamente definidas, la etapa de transicion de esta
tecnologia a los humanos en la que se trabajo basicamente la maduracion de ovocitos y la
seleccion de espermatozoides motiles in vitro, hasta los procedimientos que culminaron con la

primera aplicacion clinica descrita en 1980.

Palabras clave: Tecnologia de laboratorio, reproduccion asistida, embrién pre-implantacional,

medio de cultivo.

Retrospective on laboratory technology in assisted reproduction

ABSTRACT

We review the evolutionary sequence of
laboratory technology in assisted reproduc-
tion. From the first attempts to manipulate
preimplantational embryos recovered from
animal oviducts in 1912; the direct transfers
or with short incubation periods for receptor
mothers; the complex biochemical process
of preparation and supplementation of cul-
ture media from saline solutions chemically
defined; the transition of this technology to
humans basically in vitro oocyte maturation
and selection of motile sperm; to proceed-
ings ending with the first clinical application
described in 1980.

Key words: Laboratory technology, assisted
reproduction, embryo preimplantational, cul-
ture media.

La década de 1980 revolucioné el
campo de la medicina reproducti-
va e introdujo un nuevo concepto
en los tratamientos de infertilidad:
la tecnologfa de reproduccion asis-
tida. Esta introduccién hace una
breve revision secuencial sobre los
procedimientos en modelos expe-
rimentales animales, que definieron
los principios fisiolégicos basicos
para que esta nueva tecnologfa se
estableciera en la medicina humana
con la fortaleza y el éxito que hoy
se traduce en el Premio Nobel que
recibe Robert Edwards.

Hay referencias aisladas que in-
forman que los primeros intentos
de recuperar, observar y describir
6vulos y embriones preimplanta-
cionales de mamifero se habrfan
realizado revisando el contenido
fluido de ovarios, oviductos y cuet-
nos uterinos de pequefios murcié-
lagos, roedores y conejos, desde
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mediados del siglo XVIII y durante
el siglo XIX. Los espermatozoides
ya habian sido observados y descti-
tos por Anton van Leeuwenhoek y

otros microscopistas pioneros, en el
siglo XVI.

De estas observaciones detivaron
los primeros intentos de manipu-
lacién y un primer experimento de
trasplante de un huevo fecundado
en desarrollo (embrién) en conejos
O; fue realizado en el laboratorio de
Walter Heape, en 1890, y publicado
un aflo después en Londres, en la
seccion de Biologia de Proceedings
of the Royal Society. En su presen-
tacién, Heape observa que se trata
de un reporte preliminar en el que
se plantea la posibilidad de usar el
utero de una vatriedad de conejo
para el crecimiento y desarrollo fe-
tal completo del huevo fecundado
de otra variedad de conejo.



En los primeros afios del siglo
XX, las manipulaciones primarias
se fueron orientando hacia la bus-
queda del desarrollo embrionario
extracorporeo. Albert Brachet fue
el pionero en experimentar con
embriones de mamifero en cultivo.
Logré mantener un blastocisto de
conejo vivo y en desarrollo durante
48 horas fuera del cuerpo de la ma-
dre, en un medio de cultivo prima-
rio constituido por suero o plasma
sanguineo homologo *?. A finales
de 1920, el mayor éxito en términos
de duracién del desarrollo in vitro
era de Lewis y Gregory, quienes
lograron filmar el desarrollo em-
brionatio en conejo desde las etapas
iniciales hasta blastocisto, sobtre un
portaobjetos de vidrio, usando el
sistema optico de un microscopio .

A partir de 1932, ya era posible pre-
parar una solucién salina sustituta
de plasma sanguineo que demostra-
ba buenos resultados en las pruebas
bioquimicas y en los ensayos fisiol6-
gicos y farmacolégicos. La version
mis difundida estaba compuesta de
10 mM de D-glucosa, 0,5 de cloruro
de magnesio, 4,5 de cloruro de po-
tasio, 119,7 de cloruro de sodio, 0,7
de fosfato de sodio dibasico, 1,3 de
fosfato de sodio monobasico, 15 de
bicarbonato de sodio y debifa fun-
cionar a pH 7,3 + 0,2 y 270 £ 15
mOsm. La solucién salina de Krebs
Ringer bicarbonato © no utilizaba
calcio en su composicién original y
se basé en la conviccién de que la
concentracion de iones en el plasma
sanguineo es casi idéntica en todas
las especies de mamiferos y ha evo-
lucionado para resistir los cambios
de pH y presiéon osmotica de ma-
nera fisiologica. En 1933, Lewis y
Hartman observaron y describieron
el desarrollo del embrién del mono
macaco, desde la fase de 2 células
a la fase de 8 células ©. Un poco
mas adelante, utilizando métodos
similares y otros dispositivos expe-
rimentales (gota colgante, frasco de
Carrel y vidtio de treloj en camara
himeda), Gregory Pincus consigue
resultados similares a los de Lewis
con embriones de conejo, utilizan-
do al inicio plasma y extracto de
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embrtion @, demostrando postetior-
mente que podian ser cultivados
in vitro durante al menos dos dias
en medios de constituciéon quimica-
mente definida ©®. En este periodo,
era inimaginable plantear estrate-
gias experimentales validas para el
estudio de los embtiones de mami-
feros sin un medio suplementado
con suero o plasma homélogo.

John Hammond Jr. fue el primero
que comunica con éxito el cultivo
de embriones de ratén a través de
varias divisiones en una solucién
salina simple con cloruro de sodio,
cloruro de potasio, cloruro de cal-
cio, cloruro de magnesio y glucosa a
una concentraciéon de 1 mg/mlL, su-
plementada al 5% con clara de hue-
vo. En sus pruebas, la mayorfa de
embriones de ocho células e incluso
algunos de cuatro células desarroll
en blastocistos ©. Estos fueron re-
sultados extraordinarios, teniendo
en cuenta la solucién simple que ha-
bia usado, y lo autorizaban a propo-
ner que una solucién salina simple
con proteina, calcio y glucosa era
suficiente para la division de em-
briones de ratén dutrante vatrios dias.

El mismo afio de la publicacién de
los resultados de Hammond, un
grupo de investigadores dirigidos
por Christopher Polge consigue de-
mostrar la posibilidad de utilizar la
tecnologia de crio-preservacion de
semen, sin que los espermatozoides
mostraran cambios en sus patrones
de motilidad al ser descongelados.
Ellos congelaron semen de vatias
especies animales a -79°C, utilizan-
do glicerol en el medio de crio-pre-
servacion 9. Sus resultados demos-
traron, por primera vez, los efectos
del glicerol sobre la integridad ce-
lular a temperaturas bajas, asignan-
dole propiedades y particularidades
como crio-protector.

En la década de 1950, el notable
incremento en las publicaciones
cientificas en reproduccién de ma-
miferos fue la evidencia del estable-
cimiento de muchas nuevas lineas
de investigacién basica y aplicada,
orientadas tanto a definir mecanis-

mos y bases fisiologicas de los fe-
némenos observados como a pro-
yectar las aplicaciones de la nueva
tecnologfa.

En 1951, dos investigaciones inde-
pendientes explicaban la evidente
necesidad de un cambio fisiologico
en los espermatozoides de mami-
fero durante el paso por el tracto
genital femenino, antes de adquirir
la capacidad de fertilizar un 6vulo
(112 "FEn 1952, Colin Austin descri-
be el término ‘capacitacion’ como
un cambio fisiologico en el esper-
matozoide, previo a la adquisicién
de la capacidad de penetrar un 6vu-
lo ™y, en 1953, se informa sobre el
primer embarazo exitoso en huma-
nos por inseminacion con esperma-
tozoides ctrio-preservados, usando
hielo seco para la congelacion y el
almacenamiento del semen ¥,

En 1956, C. Adams demuestra que
la solucién de Krebs-Ringer bicar-
bonato suplementada con 0,2 % de
albumina sérica de bovino (BSA)
fraccién V puede ser utilizada para
el cultivo de évulos fecundados de
conejo, durante dos dias. El articulo
propuso que las soluciones salinas
simples serfan las mas adecuadas
para estos cultivos . El mismo afio,
Wesley Whitten, en el John Curtin
School of Medical Research, en
Canberra, confirma los resultados
de los trabajos clasicos con embrio-
nes de raton de Hammond, en 1949,
usando un medio con proteina de
clara de huevo; pero, encuentra ade-
mas que el Krebs-Ringer bicarbo-
nato proporciona un mejor control
del pH y que la clara de huevo po-
dia ser reemplazada adecuadamente
con BSA 9. Sus resultados demos-
traron que los embriones de ratén
de ocho células pueden desarrollar
en un entorno de constitucién qui-
mica definida, pero no consigue el
mismo resultado con los embriones
de dos células.

Dos afios después, Anne McLatren
y Jhon Biggers, trabajando en el Ro-
yal Veterinary College, en Londres,
contribuyen notablemente con el
desarrollo de las técnicas de cultivo
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en condiciones controladas. Estu-
diando el desarrollo de embriones
preimplantacionales de ratén trans-
feridos a madres receptoras logran
los primeros nacimientos a pattir de
embriones cultivados in vitro 7.

Los primeros nacimientos por fe-
cundacién in vitro fueron conse-
guidos por Min Chueh Chang, en
1959. Los resultados de su trabajo
mostraron 266 évulos recuperados
de ovatios de coneja, 55 (21%) fe-
cundados y con desarrollo normal
in vitro, 36 transferidos a hembras
receptoras y 15 (42%) nacidos vivos
(18)

Hacia 1962, Robert Edwards desa-
rrollaba estudios sobre la madura-
cién in vitro de ovocitos de varias
especies, incluyendo ratas, hamste-
res, cerdos, vacas, ovejas, ratones,
ptimates y humanos "%, utilizando
principalmente el medio 199, com-
plementado con un 15 por ciento
de BSA y antibioticos.

Por la misma época, y después de
muchas pruebas, el cultivo de em-
briones en microgotas de medio
bajo una capa de aceite de parafi-
na en una placa de Petri de 60 mm,
demostrd ser superior a todos los
otros métodos desctitos @ y pro-
gresivamente se fue convirtiendo en
el sistema utilizado universalmente.
De manera paralela, los medios de
cultivo siguieron  evolucionando
y el mismo afio se dio inicio a las
pruebas cultivando embriones con
la version F-10 que R. Ham habfa
desarrollado para cultivar lineas
celulares diploides humanas y de
hamster sitio ®". El medio basado
en una solucién salina con buffer
bicarbonato—anhidrido  carbénico
(atmosférico) tenfa glucosa y pi-
ruvato de sodio como fuentes de
energia y estaba suplementado con
aminodacidos, vitaminas y precurso-
res de nucleétidos (figura 1).

La concentracién de solutos e inclu-
so la propia composiciéon original
de las soluciones salinas simples fue
sucesivamente modificada por dife-
rentes investigadores, en busqueda
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Figura 1. Balance idnico en el buffer bicarbonato - anhidrido carbdnico (atmosférico) en

solucion acuosa.

| %

N

H,O + CO; <« H,COs3
HCO; + H*
+

NaHCO; <> Na*

25mM NaHCOs - 5% CO, —» [H*]=10"73 _—» pH=7.3

de un balance i6nico o una fuente
de precursores metabdlicos ideal
para los nuevos modelos experi-
mentales (figura 2). El concepto de
que el espermatozoide de hamster
podia set capacitado in vitro en un
medio quimicamente definido deri-
va de los trabajos de Riuzo Yanagi-
machi y Min Chue Chang en fecun-
dacién de ovocitos de hamster con
espermatozoides epididimarios *.

En 1964, R. Edwards publica sus
resultados de clivaje de embriones
de conejo sin zona pelicida en di-

ferentes medios de cultivo, entre los
que prueba el medio F-10 de Ham
)y, durante la setie de pruebas rea-
lizadas hasta 1965, fue capaz de de-
terminar que la secuencia de tiempo
de maduracion in vitro, como lo es
in vivo, es relativamente constante y
especifica para una especie determi-
nada, pero que existe una considera-
ble variacion entre las especies 4.

Durante 1965, Ralpl Brinster publi-
ca una setie de articulos que anali-
zaban los fundamentos metabdlicos
del cultivo preimplantacional del

Figura 2. Composicion de las soluciones quimicamente definidas precursoras de los primeros

medios de cultivo para embriones de mamifero.

Compuesto (m M) Locke Tyrode Krebs [Eagle Brinster BWW
D-glucosa 5,6 5,0 10,0 5,6 5,6 5,6
Piruvato de sodio = - = = 0,3 0,3
Lactato de sodio - - - - 25,0 21,6
Lactato de calcio - - - - - 1,7
Cloruro de magnesio 1,0 1,5 0,2 - - -
Sulfato de magnesio.
7 H20 - - - 0,8 1,2 1,2
Cloruro de calcio 23 1,8 - 1,8 1,7 -
Cloruro de sodio 130,0 136,9 119,8 116,4 94,9 68,5
Cloruro de potasio 5,6 5,0 4.6 54 48 48
Bicarbonato de sodio 10,0 11,9 15,0 26,2 25,0 25,7
Fosfato dibz.isico de ) _ _ 07 12 12
potasio
Fosfato dibasico de sodio - - 0,4 0,7 - -
Fosfato monobasico de
. - - - 1,3 - -
sodio
Albumina sérica de ) . . ) 01 04

bovino (%)
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embrion de raton. Tomando como
base la solucién de Krebs-Ringer
bicarbonato y la solucién salina ba-
lanceada de Eagle, prepara un me-
dio de cultivo en el que disminuye la
concentracion de cloruro de calcio
a 1.71 milimolar (mM) y, luego de
examinar la regulacién de los proce-
sos metabolicos del embrién, parti-
cularmente su dependencia del pi-
ruvato mas que de la glucosa como
fuente energética, incluye concen-
traciones de piruvato de sodio de
0,25 a 0,5 mM. Otro resultado de
estos estudios fue consecuencia de
haber descubierto que la actividad
de la enzima lactato deshidrogena-
sa era muy alta en los embtiones de
muchas especies, lo que podia ase-
gurar la rapida oxidacion del lactato
de origen extracelular en piruvato
intracelular. Esto determina la inclu-
sién de 25 mM de lactato de sodio
en su medio de cultivo, suplemen-
tado con 0.1% de BSA @3, Pocos
aflos después, Biggers, Whitten y
Whittingham cambiarfan el cloruro
de calcio por 1.71 mM de lactato de
calcio, incrementando la concentra-
cién de lactato y, ademads, aumenta-
ron a 0,4% la concentracion de BSA
en su medio BWW, con excelentes
resultados en el cultivo de embrio-
nes preimplantacionales de raton.

En 1966, Robert Edwards y Roger
Donahue conformaban un grupo
que continuaba intentando la madu-
racién de ovocitos humanos in vitro,
pero se enfrentaban por un lado a
requisitos de cultivo muy exigentes
y por otro a la reducida cantidad de
foliculos de tamafio adecuado que
consegufan. Mas aun, los pocos
ovocitos que maduraban tenfan di-
ficultades para fecundar in vitro V.
Estos trabajos continuaron durante
varios afios, probando con medios
de cultivo de diferente complejidad
y encontrando tnicamente que la
tasa de maduracién era un poco
mias alta en el medio Ham F-10,
comparado con el TC 199 y la so-
lucion salina de Krebs-Ringer (32).

Las pruebas para aislar esperma-
tozoides epididimarios motiles
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de toro a partir de un sedimento
obtenido por centrifugacién y co-
locado en la base de un tubo de
espermatocrito bajo medio de cul-
tivo @9 sirvieron de fundamento
para desarrollar en 1976 la técni-
ca de swim-up, que fue la primera
con la que se logrd seleccionar
una fracciéon de espermatozoides
humanos métiles, libre de plasma
seminal y de otros componentes
del eyaculado ©¥.

Por su parte, y luego de cambiar
los protocolos de tratamiento hot-
monal para estimulacién ovarica, R.
Edwards y P. Steptoe consiguen un
primer embarazo exitoso en 1976.
Desafortunadamente, el embtién
se habfa implantado en la trompa
de Falopio y el embarazo tuvo que
ser terminado ©¥. Finalmente, el
25 de julio de 1978, logran el pri-
mer nacimiento por fecundacién
in vitro y transferencia embriona-
tia, en Oldham, Inglaterra ©9. Los
detalles clinicos y embriologicos
del procedimiento fueron publi-
cados por separado, en 1980. La
experiencia inicial con ciclos no
estimulados produjo en promedio
0,7 ovocitos por recuperacion y en
general una tasa de embarazo de
6% por ciclo iniciado (4/65) ©7.
Los cuatro embarazos y los dos
bebés nacidos vivos marcaron el
inicio de un rapido desarrollo en
la investigacion y en la aplicacion
clinica de la técnica para el trata-
miento de la infertilidad humana,
dando lugar al inicio de la era de la
tecnologia de reproduccion asisti-
day, ante la creciente necesidad de
estandarizar los protocolos y crite-
rios de diagnéstico, el mismo afio
se publica la primera edicién del
Manual de la OMS para el examen
de semen humano y las interaccio-
nes entre los espermatozoides y el
moco cervical ©9.

La aplicacion y desarrollo de esta
tecnologia en el Perd comenzé en
1989, a partir de los trabajos de L.
Prazak, L. Noriega y G. Llerena y
es revisada y actualizada en los si-
guientes articulos.

o

N,

REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

1. Heape W. Preliminary note on the
transplantation and growth of mam-
malian ova within a uterine foster
mother. Proc R Soc Lond [Biol.].
1891;48:457-8.

2.  Brachet A. Développement in vitro
de blastomeres et jeunes embryons
de mammiféres. CR Acad Sci Paris.
1912;155:1191-4.

3. Brachet A. Rechereches sur le de-
terminisme héréditaire de I'oeuf
des mammiféres. Développement
in vitro de jeunes vesicules blas-
todermiques du lapin. Arch Biol.
1913;28:447-52.

4. Lewis WH, Gregory PW. Cinemato-
graphs of living developing rabbit
eggs. Science N Y. 1929;69:226-9.

5.  Krebs HA, Henseleit K. Studies on
urea formation in the animal organ-
ism. Hoppe-Seylers Z. Physiol Chem.
1932;210:33-66.

6. Lewis WH, Hartmann CG. Early cleav-
age stages of the egg of the monkey
(Macacus rhesus). Contrib Embryol
(Carnegie Inst Wash). 1933;24:187-
201.

7. Pincus G, Enzmann E. Can mam-
malian eggs undergo normal devel-
opment in vitro? Proc Natl Acad Sci.
1934;20:121-4.

8. Pincus G, Werthessen NT. The com-
parative behaviour of mammalian
eggs in vivo and in vitro. lll. Factors
controlling the growth of the rabbit
blastocyst. J Exp Zool. 1938;78:1-7.

9. Hammond J Jr. Recovery and cul-
ture of tubal mouse ova. Nature.
1949;163:28-9.

10. Polge C, Smith AU, Parkes AS. Revival
of spermatozoa after vitrification and
dehydration at low temperatures. Na-
ture (London). 1949;164(4172):666.

11. Austin CR. Observations on the pen-
etration of the sperm into mamma-
lian egg. Australian J Scient Res B.
1951;4(4):581-96.

12. Chang MC. Fertilizing capacity of
spermatozoa deposited into the
Fallopian tubes. Nature (London).
1951;168:697.

13. Austin CR. The capacitation of the
mammalian sperm. Nature (London).
1952;170:326.

RevisTA PERUANA DE GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA | |



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

12

Bunge RG, Sherman JK. Fertilizing
capacity of frozen human spermato-
zoa. Nature. 1953;172:767-8.
Adams CE. Egg transfer and fertil-
ity in the rabbit. Third Int. Congr.
Anim. Reprod., Cambridge, Section.
1956;3:5-8.

Whitten WK. Culture of tubal mouse
ova. Nature. 1956;177:96.

McLaren A, Biggers JD. Successful
development and birth of mice culti-
vated in vitro as early embryos. Na-
ture. 1958;182:877-8.

Chang MC. Fertilization of rabbit ova
in vitro. Nature. 1959;184:466-7.
Edwards RG. Meiosis in ovarian oo-
cytes of adult mammals. Nature.
1962;196:446-50.

Brinster RL. A method for in vi-
tro cultivation of mouse ova from
two-cell to blastocyst. Exp Cell Res.
1963;32:205-8.

Ham RG. An improved nutrient so-
lution for diploid Chinese hamster
and human cell lines. Exp Cell Res.
1963;29:515-26.

Yanagimachi R, Chang MC. In vitro
fertilization of the golden hamster
ova. J Exp Zool. 1964;156:361-76.
Edwards RG. Cleavage of one- and
two-celled rabbit eggs in vitro after

24,

25.

26.

27.

28.

290.

30.

3L

removal of the zona pellucida. J Re-
prod Fertil. 1964;7:413-5.

Edwards RG. Maturation in vitro of
mouse, sheep, cow, pig, rhesus mon-
key and human ovarian oocytes. Na-
ture. 1965;208:349-51.

Edwards RG. Maturation in vitro
of human ovarian oocytes. Lancet.
1965;2:926-9.

Brinster RL. Studies on the develop-
ment of mouse embryos in vitro |.
The effect of osmolarity and hydro-
gen ion concentration. J Exp Zool.
1965a;158:49-57.

Brinster RL. Studies on the develop-
ment of mouse embryos in vitro Il.
The effect of energy source. J Exp
Zool. 1965b;158:59-68.

Brinster RL. Studies on the develop-
ment of mouse embryos in vitro Il
The effect of fixed-nitrogen source. J
Exp Zool. 1965¢;158:69-77.

Brinster RL. Studies on the develop-
ment of mouse embryos in vitro IV.
Interaction of energy sources. J Re-
prod Fertil. 1965d;10:227-40.
Brinster RL. Lactate dehydrogenase
activity in the preimplanted mouse
embryo. Biochim Biophys Acta.
1965€;110:439-41.

Edwards RG, Donahue RP, Baramaki

RevisTA PERUANA DE GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

L RETROSPECTIVA DE LA TECNOLOGIA DE LABORATORIO EN REPRODUCCION ASISTIDA

TA, Jones HW. Preliminary attempts
to fertilize human oocytes ma-
tured in vitro. Am J Obstet Gynecol.
1966;1:1163.

Kennedy JF, Donahue RP. Human
oocytes: Maturation in  chemi-
cally defined media. Science.
1969;164:1292-3.

Drevius LO. The “sperm-rise” test. J
Reprod Fert. 1972;24:427-32.
Lopata A, Patullo MJ, Chang A,
James B. A method for collecting
motile spermatozoa from human se-
men. Fertil Steril. 1976;27:677-84.
Steptoe PC, Edwards RG. Reimplan-
tation of a human embryo with sub-
sequent tubal pregnancy. Lancet.
1976;1:880-2.

Steptoe PC, Edwards RG. Birth after
the reimplantation of a human em-
bryo. Lancet. 1978;2:366.

Edwards RG, Steptoe PC, Purdy JM.
Establishing full-term human preg-
nancies using cleaving embryos
grown in vitro. Br J Obstet Gynaecol.
1980;87:737-56.

World Health Organization. WHO
Laboratory Manual for the Examina-
tion of Human Semen and Sperm-
Cervical Mucus Interaction. 1st edn.
Press Concern, Singapore. 1980.



