UNIVERSIDAD PERUANA CAYETANO HEREDIA

FACULTAD DE CIENCIAS Y FILOSOFiA “ALBERTO
CAZORLA TALLERI”

N

TLLLEE:
Feimar

&
& h

“EFECTO DE LA EDAD PATERNA SOBRE EL
DESARROLLO EMBRIONARIO Y DIAGNOSTICO
GENETICO PREIMPLANTACIONAL PARA
ANEUPLOIDIAS EN PAREJAS SOMETIDAS A
TRATAMIENTOS DE REPRODUCCION ASISTIDA CON
OVODONACION”

ZENAIDA NAOMI INOUE SAKAMOTO

TESIS PARA OPTAR EL TITULO DE LICENCIADO EN
BIOLOGIA

Lima — Perd
2017


https://orientacion.universia.edu.pe/que_estudiar/universidad-peruana-cayetano-heredia-59.html




ASESOR INTERNO

Dr. Gustavo Gonzales Rengifo

ASESOR EXTERNO

Dr. Luis Guzman Masias



A mi familia
A mi novio

A mis amigos



Este trabajo refleja todo lo aprendido en esos cinco afos de estudios, cinco afos
que me sirvieron para ampliar mis conocimientos y perspectivas; conoci gente

maravillosa en el camino que ahora es parte importante en mi vida.

Aqui culmina mi etapa universitaria, fue un camino largo y abrumador, pero
necesario y de buenos recuerdos. No creo haber podido lograrlo sola, siempre
estuvieron esas personas, las mas indicadas, cerca de mi, escuchandome,

aconsejandome y acompafiandome.

Gran parte de mi corazon le pertenece a mi familia, esas personas
desinteresadas y llenas de sabiduria que te ensefian a dar los pasos correctos en la

vida, gracias por todo su amor incondicional.

A mi novio, mi mejor amigo y mi todo, que me ha apoyado en todo este
recorrido, te debo todo en este mundo, te agradezco con todo mi ser por esa paciencia y

carifio incomparable.

A mis grandes amigos, esos tres individuos que me sacan una sonrisa con ese
sentido de humor negro que los caracteriza, gracias por su linda y calida amistad que a

pesar de la distancia nada nos separa.

A mis amigas, hermanas y confidentes, esas mujeres que te ensefian a aprender
de tus errores y no tienen miedo de decirtelo de frente. Por todo el apoyo y sinceridad,

gracias por estar ahi en los momentos mas dificiles y hermosos.

A mis colegas, esas maravillosas personas que conoci hace 2 afios que me
brindaron toda su amistad desde el primer dia y ahora son parte importante en este

trayecto.

Todo mi agradecimiento y carifio a mis asesores, sin ustedes esto no hubiera

sido posible, muchas gracias por ofrecerme parte de su tiempo y apoyo.

Agradezco al laboratorio de Endocrinologia y Reproduccion por el carifio y

completo apoyo a lo largo de mi carrera universitaria.

Finalmente, agradezco a mi centro de labores, el laboratorio PRANOR, que me

abrio las puertas al mundo profesional.



INDICE

RESUMEN. ..., 1
ABSTRACT .. 2
1. INTRODUCCION. ... ..ottt 3
1.1. GAMETOGENESIS. .. ..o, 4
1.1.1. OVOGENESIS. ...ttt 4
1.1.2. ESPERMATOGENESIS. ...ttt 5
1.2. ENDOCRINOLOGIA REPRODUCTIVA. ....oeiiiiiiieieeiei, 8
1.2.1. ENDOCRINOLOGIA REPRODUCTIVA FEMENINA................... 9
1.2.2. ENDOCRINOLOGIA REPRODUCTIVA MASCULINA................ 12
1.3 INFERTILIDAD. ... e 13
1.4. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA.......cvvveeenn, 14
1.4.1. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA DE BAJA
COMPLEJIDAD. ..ottt 16
1.4.2. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA DE ALTA
COMPLEJIDAD. ...t 16
1.5. EDAD Y REPRODUCCION. ....oniiie e, 19
1.5.1. EFECTO DE LA EDAD MATERNA..........oooviiiii L, 19
1.5.2. EFECTO DE LA EDAD PATERNA........ovviiiiiiiiiiii 20
1.6. MODELOS DE ESTUDIO CON CICLOS DE
OVODONACION. ... 23
1.7. DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL PARA
ANEUPLOIDIAS. ... 24
1.7.1. HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE..........oovvvviiinn.. 25

1.7.2. HIBRIDACION GENOMICA COMPARADA POR
MICROARREGLOS. ... .o 26



1.7.3. SECUENCIAMIENTO GENETICO DE SIGUIENTE

GENERACION. ... i 26
2. JUSTIFICACION.. ..o 27
3. HIPOTESIS. ..o, 27
4. OBIETIVOS. ..o 27
4.1.0BIETIVO GENERAL......ccouiiiiiiie e, 27
4.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS......imniieeiee e 27
5. METODOLOGIA. ... 28
5.1. POBLACION DE ESTUDIO......uvenieiie e 28
5.2. TECNICAS DE REPRODUCCION DE ALTA
COMPLEJIDAD. ..ot e, 29
5.3. DISENO DEL ESTUDIO .. .uuienieeie e, 34
5.4. CONSIDERACIONES ETICAS. ... vt 37
5.5. ANALISIS ESTADISTICO.....couniiiiii e 37
6. RESULTADOQ OS..... ..o 38
6.1.COMPARACION DE LA CALIDAD SEMINAL ENTRE LOS
GRUPOS ETARIOS. ......ooceeteeeeeee et 38
6.2.EVALUCION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO ENTRE
LOS GRUPOS ETARIOS......cooueiiieeee ettt 41
6.2.1. EVALUACION DE LA FECUNDACION......cootteeeeeeeeeeeaeen, 42
6.2.2. EVALUACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO EN DIA
K T 43
6.2.3. EVALUACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO EN DiA
ST 45

6.3.CORRELACION DE LAS TASAS DE EMBARAZO ENTRE LOS
GRUPOS ETARIOS. ... oo 49



6.4.EVALUACION DE LOS CICLOS CON DIAGNOSTICO
GENETICO PREIMPLANTACIONAL PARA ANEUPLOIDIAS

ENTRE LOS GRUPOS ETARIOS.......cooee e, 51
6.4.1. EVALUACION DE LOS CICLOS CON PGD-A POR FISH ENTRE
LOS GRUPOS ETARIOS ...ttt 51
6.4.2. EVALUACION DE LOS CICLOS CON PGD-A POR aCGH o NGS
ENTRE LOS GRUPOS ETARIOS.......ooo 53
6.4.3. EVALUACION DE LA TASA DE ANEUPLOIDIAS Y EDAD
o N I N N 54
7. DISCUSION. ..ottt 57

7.1. COMPARACION DE LA CALIDAD SEMINAL ENTRE LOS
GRUPOS ETARIOS.......c.ooci e S7
7.2. EVALUACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO ENTRE
LOS GRUPOS ETARIOS.......cooiie e 59
7.3. CORRELACION DE LAS TASAS DE EMBARAZO ENTRE
LOS GRUPOS ETARIOS......c.ooiiieeee e 63
7.4. EVALUACION DE LOS CICLOS CON DIAGNOSTICO
GENETICO PREIMPLANTACIONAL PARA ANEUPLOIDIAS
ENTRE LOS GRUPOS ETARIOS.........ccoeeee e 65

8. CONCLUSIONES........coii e 67

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cccocoveveeeieerenne, 68



RESUMEN

La postergacion de la paternidad ha llevado a muchas parejas a acudir a centros
de medicina reproductiva debido a los problemas de infertilidad que padecen.
Diversos estudios han demostrado que los problemas de infertilidad aumentan a causa
de la avanzada edad materna. Sin embargo, los efectos de la avanzada edad del varon
sobre los resultados de los tratamientos de reproduccion asistida (TRA) son
controversiales. El objetivo principal del estudio fue demostrar el efecto de la edad
paterna sobre el desarrollo embrionario, desde la etapa de fecundacién hasta el estadio
de blastocisto; ademas, evaluar la relacion entre los resultados del diagndstico
genético preimplantacional para aneuploidias (PGD-A, por sus siglas en inglés) y el
incremento de la edad paterna en parejas sometidas a tratamientos de reproduccion
asistida en ciclos con ovodonacién. Este estudio retrospectivo de cohortes incluy6
2169 procedimientos con ovodonacion realizados en un laboratorio privado de
reproduccion asistida, a partir de enero del 2011 hasta agosto del 2016, distribuidos
en tres grupos segun la edad paterna: Grupo 1: <40 afios; Grupo 2: 40-49 afios y Grupo
3:>50 afios. Los parametros seminales, desarrollo embrionario, las tasas de embarazo
y embriones euploides fueron evaluados en el analisis. Se encontraron diferencias en
los parametros seminales (volumen y motilidad progresiva) entre los grupos. Sin
embargo, la tasa de fecundacion, embriones de excelente calidad en dia 3 y dia 5, y
tasa de utilizacion no tuvo diferencias en el grupo de >50 afios. Ademas, las tasas de
embarazo, abortos espontaneos y tasa de embriones euploides fueron similares entre
grupos. En conclusién, la avanzada edad paterna (>50 afios) tiene un impacto negativo
sobre los parametros seminales de volumen y motilidad progresiva. Sin embargo, no

disminuye la tasa de éxito de las TRA en ciclos de ovodonacion.

Palabras Claves: edad paterna, parametros seminales, desarrollo embrionario, tasas
de embarazo, PGD-A.



ABSTRACT

Parenthood delay has led couples to attend medicine reproductive centers due to
infertility problems. Several studies have demonstrate the adverse effects of advance
maternal age on fertility. Although, the influence of advance paternal age on assisted
reproductive technology (ART) outcomes is still controversial. The purpose of this study
was to demonstrate the influence of paternal age on embryo development, since
fertilization to blastocyst stage. Moreover, to evaluate the relationship between euploid
embryo rates, testing by preimplantation genetic diagnosis for aneuploidies (PGD-A), and
the increase of paternal age on oocyte donation cycles. This retrospective cohort study
included 2169 oocyte donation cycles performed in a private assisted reproduction center
between January 2011 and august 2016. Cycles were classified by male age: Group 1:
<40 years; Group 2: 40-49 years and Group 3: >50 years. Seminal parameters, embryo
development, pregnancy rates and euploid embryo rates were analyzed. Sperm volume
and progressive motility were decreased in the advance paternal age group. Although,
male age was not associated with fertilization rates, good quality embryos on day 3 and
5, and utilization rates. Additionally, not significant correlation was found between male
age and pregnancy, miscarriage and euploid embryo rates. In conclusion, advance
paternal age (>50 years old) is adversely associated with semen volume and progressive

motility. However, no unfavorable effects of paternal age were found on ART outcomes.

Key words: paternal age, seminal parameters, embryo development, pregnancy
rates, PGD-A
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1.

INTRODUCCION

En laactualidad, la paternidad se encuentra en un cambio constante debido
a diversos factores sociales que obligan a redefinir los roles de género que la
sociedad ha impuesto durante las Gltimas décadas. Un ejemplo claro de ello es la
evolucion del papel de la mujer en la sociedad, donde ya no ocupa un rol pasivo
en los temas econdmicos del hogar, asumiendo una posicién decisiva y mas

determinante.

Hoy en dia se observan relaciones de pareja con mayor igualdad de
responsabilidades; estas parejas, en muchas oportunidades, escogen postergar la
paternidad. Sin embargo, aumentan los problemas de infertilidad por aumento de
la edad.

Los efectos de la edad materna en la reproduccion ya han sido ampliamente
estudiados. Muchos de ellos han demostrado que la reserva ovarica disminuye
estrepitosamente a partir de los 35 afios, ademas la tasa de aneuploidias aumenta
debido a errores en la meiosis, provocando posteriormente, bajas tasas de
fecundacidn, implantacion y embarazo (1-4). Por otro lado, se conoce que en el
varon la espermatogénesis continda a lo largo de los afios permitiendo mantener
su capacidad reproductiva, por lo que los efectos de la edad paterna sobre la

reproduccion se han estudiado en menor medida que la materna.

El deseo de concebir ha llevado a las parejas a acudir a centros de medicina
reproductiva para tratar sus problemas de infertilidad. Donde los especialistas
examinan las posibles causas y con ello proponer los diferentes tratamientos. En
la practica clinica, los ciclos con ovocitos donados provienen de una poblacion
homogénea de mujeres jovenes, permitiendo eliminar la influencia de la edad
materna sobre el desarrollo embrionario. Por lo tanto, los estudios con
ovodonacion representan un modelo dptimo para el anélisis del efecto de la edad

paterna.

Varios autores han reportado el efecto negativo de la avanzada edad del
varon en los resultados de los procedimientos de reproduccion asistida (5-9). Sin

embargo, estos son controversiales y difieren entre estudios.
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El presente estudio evalla el desarrollo embrionario in vitro desde la
fecundacion, en el primer dia de desarrollo, hasta el estadio de blastocisto, visto
en el dia 5 o 6 del desarrollo, en funcion a la edad paterna. Asimismo, evalta los
ciclos con analisis genético con ovodonacion y el efecto de la edad del varon, con
el fin de demostrar la influencia negativa de la edad paterna en los ciclos de
reproduccion asistida, asi como la importancia de realizar estudios genéticos por

el factor edad, posibilitando optimizar los resultados con dicho conocimiento.

1.1. GAMETOGENESIS

La gametogénesis comprende una serie de eventos por el cual se
desarrollan los gametos (femeninos o masculinos). Durante la gametogénesis se

produce una reduccion del nimero de cromosomas por medio de la meiosis.

La gametogénesis femenina u ovogénesis da lugar al ovocito, célula
germinal de gran tamafio. Mientras que la gametogénesis masculina o
espermatogénesis forma los espermatozoides, células germinales haploides con
flagelo (Fig. 1.1.1).

1.1.1. OVOGENESIS

La ovogénesis es el proceso de desarrollo y diferenciacion del ovocito, el
proceso inicia en la etapa prenatal con el desarrollo del ovario (Fig. 1.1.1, lado
derecho). La célula diploide (ovogonia) se divide mediante mitosis en una fase de
multiplicacion. Las ovogonias comienzan la primera division mei6tica, llegando
hasta el diploteno. Los ovocitos primarios son detenidos en profase | hasta la etapa

de pubertad.

El inicio de la pubertad, tras la liberacion de hormonas sexuales estimula
al ovocito primario para continuar con la meiosis. La primera division meiotica
da origen a dos células con proporcion desigual de citoplasma, la célula con menor
tamafio es llamada cuerpo polar, mientras que la célula haploide mas grande es el

ovocito secundario. A continuacion, la célula entra en la segunda division
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meiotica y se detiene en metafase I1, el foliculo retiene al ovocito secundario hasta
que la maduracion folicular esté completa, el ovocito secundario es expulsado del
foliculo maduro dando lugar a la ovulacion. EI movimiento ciliar en las trompas
de Falopio permite el desplazamiento del ovocito, aun retenido en metafase II,

hasta el Utero.

La meiosis se completa si el ovocito es fecundado. La segunda division
meiotica da origen a la expulsion del segundo cuerpo polar. Solamente un ovocito
secundario es producido por cada ovocito primario que inicia la ovogénesis, dado
que los cuerpos polares son reabsorbidos (10, 11) .

1.1.2. ESPERMATOGENESIS

Los testiculos son dos glandulas ovoides que producen las células
germinales masculinas (espermatozoides) y las hormonas sexuales masculinas
(andrégenos). Dentro de cada testiculo se forman los tdbulos seminiferos,
conductos donde se almacenan las células germinales y donde se produce la
espermatogénesis; dentro de esos conductos también se encuentran las células de
Sertoli, estas se encargan de formar la barrera hemato-testicular, y de dar soporte
estructural y metabdlico durante la espermatogénesis. Por otro lado, las células de
Leydig, ubicados en el tejido conjuntivo entre los tabulos seminiferos, se encargan

de la sintesis y liberacion de testosterona.

La espermatogénesis es el proceso de diferenciacion y desarrollo de las
espermatogonias para la formacién de los espermatozoides por accion de la
testosterona, es un proceso continuo que inicia en la pubertad y que acompafia al
varon durante toda su vida (Fig. 1.1.1, lado izquierdo). Asimismo, la

espermatogénesis en el humano dura aproximadamente 65 dias.

En el compartimiento basal de los tubulos seminiferos se almacenan las
espermatogonias (células diploides), estas entran en una etapa de proliferacién o
espermatocitogénesis. La condensacion de la cromatina dentro de cada

espermatogonia permite su diferenciacion, siendo clasificadas como: tipo A
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oscura, A clara y B. De tal manera que asegura una produccion continua y
constante de espermatogonias.

- La espermatogonia tipo A oscura, es de reserva, se dividen por mitosis para
remplazar a las que iniciaron diferenciacion.

- Laespermatogonia tipo A clara, al dividirse forma 2 espermatogonias tipo A
claras o 2 de tipo B.

- La espermatogonia tipo B, son las precursoras de los espermatocitos

primarios.

Las espermatogonias tipo B entran a una fase de crecimiento dando lugar
a los espermatocitos primarios. La fase de maduracion o meiosis inicia en la
pubertad, la primera division meidtica da como resultado 2 células haploides o
espermatocitos secundarios. Estos entran a la segunda divisiébn meiotica
resultando en 4 espermatides redondas haploides. A diferencia de la ovogénesis,

un espermatocito da lugar a cuatro espermatides.

La fase de diferenciacion o espermiogénesis convierte las espermatides
redondas en células alargadas o espermatozoides. Es en esta etapa donde se forma

el acrosoma, el flagelo y el exceso de citoplasma es separado (10, 11).
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Figura 1.1.1 Proceso de gametogénesis en mujeres y varones. A la izquierda se observa la
espermatogénesis, mientras que a la derecha, la ovogénesis. Adaptado del libro “Concepts in biology™.
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1.2.ENDOCRINOLOGIA REPRODUCTIVA

La pubertad se inicia tras la liberacion de distintas hormonas desde el
hipotdlamo, la hipdfisis, glandulas adrenales y ovarios o testiculos. El sistema
endocrino se rige bajo el control del hipotalamo, region del cerebro que forma parte
del diencéfalo y se encuentra ubicado debajo del talamo. Ademas, regula la liberacion
de hormonas de la hipdfisis, glandula endocrina encargada de regular la homeostasis
y ubicada en la silla turca del hueso esfenoides.

El eje hipotalamo hipofiso gonadal permite la diferenciacion y maduracion del
sistema reproductor. La liberacion pulsatii de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) desde las neuronas hipotaldmicas hacia el sistema porta,
comunica con la red vascular de la adenohipofisis estimulando la secrecién de la
hormona luneinizante (LH) y hormona foliculo estimulante (FSH) con el fin de actuar

sobre las gonadas y realizar la esteroidogénesis y gametogénesis.

Las hormonas secretadas desde las gdnadas ejercen un control de
retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo y la adenohipofisis para inhibir la
secrecion de GnRH, y FSH y LH, respectivamente. De tal manera que se regula la
secrecion de las hormonas sexuales. Asimismo, la hormona inhibina suprime la
liberacion de FSH desde las gonadas (12) (Fig. 1.2.1).
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Figura 1.2.1. Diagrama de regulacion del eje hipotalamo hipofiso gonadal.
Adaptado del libro “Human Physiology”

1.2.1. ENDOCRINOLOGIA REPRODUCTIVA FEMENINA

Una de las funciones mas importantes del eje hipotalamo hipofiso ovarico
(HHO) es la regulacién del sistema reproductor femenino. El inicio de la
maduracion sexual femenina se produce en un ciclo de 28 dias de duracion en el
cual la GnRH controla la liberacion pulsatil de LH y FSH estimulando la

produccidn y secrecion de estrogenos y progesterona.

La hormona foliculo estimulante (FSH) es la hormona que controla el
desarrollo folicular y ovocitaria interactuando con receptores especificos

localizados en las células de la granulosa. Su actividad bioldgica involucra el
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reclutamiento ciclico de foliculos, la comunicacion intercelular y la regulacion de
la esteroidogénesis, mediante la activacion de la aromatasa. Mientras que la
estimulacién por LH, permite la maduracion nuclear del ovocito, dando lugar a la
meiosis Ademas, el foliculo en desarrollo expresa receptores de LH que permite

secretar progesterona y testosterona.

Dichas hormonas gonadotrdpicas llevan a cabo el control de la funcién
ovarica y endometrial en un ciclo continuo (ciclo menstrual) que se divide en fase
folicular (duracion: 7 a 21 dias) y fase lutea (duracién 14 dias), donde la ovulacién
se da entre ambas fases.

La fase folicular inicia el primer dia del ciclo menstrual y dura hasta la
ovulacion. En esta fase, las paredes del endometrio se preparan para la
implantacion. Mientras que en el ovario, una cohorte de foliculos son reclutados
bajo el efecto de la FSH. En la fase folicular tardia, aumenta la liberacion de LH
y FSH progresivamente, una vez que el foliculo dominante madura
completamente, este producira grandes cantidades de estrogeno que
desencadenara la retroalimentacion positiva en el eje HHO, estimulando en
paralelo los gonadotropos y elevando las concentraciones de LH y FSH. La

ruptura del foliculo con la liberacion del ovocito se dara por el pico de LH.

Luego de la ovulacion, las células del foliculo experimentan una serie de
cambios morfoldgicos, dando lugar al cuerpo ldteo, encargado de la secrecion de
las hormonas sexuales en la etapa post ovulatoria (fase lutea). De ocurrir la
implantacién embrionaria, las células del trofoblasto (precursoras de los tejidos
extraembrionarios) secretaran grandes cantidades de la hormona gonadotrépica
coridnica (hCG), estimulando al cuerpo luteo para producir y mantener la

liberacion de progesterona necesaria para el mantenimiento del embarazo.

De no ocurrir la implantacién, los estr6genos y progesterona inhibiran la
secrecion de FSH y LH por retroalimentacion negativa, haciendo que al final de
la fase lutea las concentraciones de estrogenos y progesterona disminuyan. Por
ultimo, el cuerpo luteo regresiona e inicia un nuevo ciclo menstrual (Fig. 1.2.2)
(10-12).

18



Fase folicular

Fase lutea

Inhibicion de
retroalimentacion negativa

[Day 1] T
| Estradiol; } Progesterone
[Day 28] T

Regresion del
cuerpo luteo

T

[ Ovarios

N

| FSH J LH
w7
lAdenohipéﬁsis

!

| GnRH

f

| Hipotalamo

Retro
alimentacion

negativa

t Estradiol;  Progesterone

T

Foliculo vacio se
convierte en -

J Hipotalamo

GnRH

|

lAdenohipéﬁsis

'

FSHY LH

1

l Ovarios

!

! Estradiol

l

Aumenta la sensibilidad
de los foliculos a FSH

1

Crecimiento folicular

:

t Estradiol

Retro
alimentacion
positiva

| Adenohipdfisis

\
Pico de LH

I
[ Ovarios

cuerpo luteo

Ovulacién )

g _

~ [Day 14]

Jg[NdI[o] dse,]

Figura 1.2.2. Control endocrino del ciclo ovéarico. Adaptado del libro “Human

physiology”.
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1.2.2. ENDOCRINOLOGIA REPRODUCTIVA MASCULINA

La funcidn testicular esta regulada por el eje hipotalamo hipofiso testicular
(HHT). La liberacién pulsatil de GnRH desde las neuronas hipotalamicas
estimulan la secrecion de LH y FSH en la adenohipofisis y estas acttan sobre los

testiculos para realizar la gametogénesis y esteroidogénesis.

La FSH actta sobre los receptores ubicados en las células de Sertoli para
iniciar la espermatogénesis. Esta funcion permite la produccion continua de
espermatozoides a lo largo de la vida del varon. Asimismo, la FSH aumenta la
produccidn de la proteina ligadora de androgenos (ABP) en las células de Sertoli.
La ABP se une con la testosterona (T) para mantener una concentracion adecuada
en el epitelio seminifero indispensable en la espermatogénesis. Por otro lado, las
células de Sertoli producen inhibina para frenar la secrecién de FSH en la
hipdfisis, ademas tanto estradiol como T hacer retroalimentacion negativa sobre
el eje HHT.

Mientras que la estimulacion de LH sobre los receptores ubicados en las
células de Leydig induce la sintesis de T. En este caso, la produccion de T estara
determinada por los niveles disponibles de LH, y a la vez T inhibe la secrecion de
LH por retroalimentacion negativa sobre la produccion de GnRH y LH. Esta
regulacién permite que en bajas concentraciones de T, los niveles de GhRHy LH

aumenten para incrementar la sintesis de T (Fig. 1.2.3).

La produccion de testosterona es indispensable para la diferenciacion y
desarrollo como parte del fenotipo masculino, el correcto funcionamiento de las
glandulas sexuales accesorias y el aparato genital, y la continua produccion de
gametos. Asimismo, ejerce un papel importante sobre el sistema nervioso sexual,
estimulando y manteniendo el deseo sexual e influyendo sobre la ereccién. Por
otro lado, su funcion no es netamente sexual, se han descubierto otras acciones
bioldgicas importantes en el organismo indispensable para la salud del varén (10-
12).
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Figura 1.2.3. Control endocrino del eje HHT. Adaptado del libro “Human
physiology”.

1.3.INFERTILIDAD

La infertilidad es una enfermedad definida como la incapacidad de lograr
un embarazo clinico después de un afio 0 mas de relaciones sexuales sin alguna

técnica de anticoncepcion (13).

Las causas de infertilidad son diversas y afecta a ambos sexos. Siendo su
origen a nivel anatomico, fisioldgico y/o factores genéticos, asi como también
factores epigenéticos que podrian influir en dichos cambios. Esta enfermedad

afecta tanto a varones como mujeres en edad reproductiva, siendo el factor

21



femenino entre 30% al 55% de los casos reportados, del 20% al 40% de los casos
del factor masculino, el 35% involucra ambos factores, mientras que del 5% al

10% de los casos, la causa de la infertilidad no puede ser explicada (14).

La infertilidad al ser reconocida como una enfermedad se debe identificar
y tratar sus causas probables. En el 2010, se estimo que 48.5 millones de parejas
a nivel mundial tenian algin problema de infertilidad (15). En la mujer, los
trastornos menstruales y de ovulacion, las alteraciones anatémicas, y desordenes
del sistema endocrino son las causas mas comunes de infertilidad. Mientras que

en el varon, la calidad seminal alterada es una de las mas frecuentes (14).

El deseo de concebir ha llevado a las parejas a acudir a centros de medicina
reproductiva para tratar sus problemas de infertilidad. Donde los especialistas
examinaran las causas probables y con ello proponer los diferentes tratamientos.
El avance de la tecnologia y nuevas estrategias ha permitido desarrollar técnicas
de reproduccidn asistida con el Unico fin de lograr un embarazo y llevar un bebe

a casa.

1.4. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

Las primeras investigaciones sobre reproduccion asistida se realizaron en
modelos animales en la segunda mitad del siglo XX, recuperando dvulos del
oviducto y exponiéndolos junto con espermatozoides de eyaculado, logrando
fecundacion (16). En 1951, se descubrio el fendmeno de la capacitacion
espermatica en mamiferos, cambios por los que pasa el espermatozoide para
adquirir capacidad fecundante (17). Hasta ese momento, se dieron a conocer
varios criterios para diferenciar la fecundacion de la activacion partenogénica del
6vulo (18).

En la década de los 60, ya se tenian conocimientos de algunas técnicas en
reproduccion asistida en animales: recoleccién de Ovulos, capacitacion
espermatica, fecundacién in vitro (FIV), cultivo embrionario y transferencia
embrionaria (19). Sin embargo, ain no se realizaban estos procedimientos en

humanos.
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Hasta casi finales del siglo XX, las parejas infértiles debian resignarse a
concebir o aceptar la adopcién de un bebe. Es asi como en 1978, especialistas en
reproduccion plantearon la posibilidad de fecundar los gametos de manera in vitro.
La extraccion de un unico ovulo existente y el acercamiento de los
espermatozoides en una placa Petri permitio el desarrollo de un embrién humano
in vitro. Este fue transferido al itero materno dando lugar a un embarazo normal
(20). El 25 de julio del mismo afo, nacié la llamada “bebe probeta”, Louise
Brown, el cual impulso al desarrollo de nuevas estrategias de reproduccion
asistida en humanos. Sin embargo, un considerable nimero de parejas aun no
podian resolver sus problemas de infertilidad, esto debido a problemas de
fecundacion que se presentaban en el laboratorio. Esto permitio el desarrollo de
diversas técnicas de micromanipulacion de gametos en modelos animales que
permitirian aumentar las tasas de fecundacion. Mas adelante, en 1988, Lanzendorf
realiz6 la primera inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) con
ovocitos humanos, demostrando que el ovocito humano es capaz de sobrevivir a
la microinyeccion y a la vez lograr fecundacion (21). Desde el primer embarazo
reportado por Palermo y col en 1992 (22), el ICSI se ha utilizado para tratar casos
de factor masculino severa y fallas previas de fecundacion.

Asimismo, no todos los embriones obtenidos tras la fecundacion son
transferidos al Utero materno. Por lo que se desarrollaron técnicas de congelacion
embrionaria con el objetivo evitar la multigestacion, transfiriendo un ndmero
reducido de embriones. Ademas, en el caso de embarazos fallidos tras FIV, los
embriones almacenados de ciclos anteriores pueden ser descongelados vy
transferidos (23).

En la actualidad, las técnicas de reproduccion asistida (TRA) han ayudado
a miles de parejas a resolver sus problemas de infertilidad a nivel mundial. Los
métodos para llevar acabo las TRA son complejos y se adecuan segun los
diferentes casos que se presentan, cada ciclo de reproduccidn asistida consiste en
varios pasos con el unico fin de tener un embarazo, reduciendo los efectos

adversos, con el menor nimero posible de intentos (24).

Las TRA se pueden clasificar en dos grandes grupos:
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- Las técnicas de baja complejidad, que facilitan la union de los gametos de
manera in vivo con el fin de favorecer el embarazo. P.ej. inseminacion
artificial (intravaginal, intracervical intrauterina, entre otros)

- Las técnicas de alta complejidad, que consisten en llevar a cabo la fecundacion

in vitro, el cultivo embrionario, seguido de la transferencia de embriones.

1.4.1. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA DE BAJA
COMPLEJIDAD

La inseminacion intrauterina (I1U) es una técnica de baja complejidad
minimamente invasiva. Actualmente, la I1U es el método de inseminacion mas
utilizado, mientras que los otros tipos estan en desuso. Esta consiste en el depdsito
de la muestra capacitada dentro de la cavidad uterina a través del canal cervical
mediante un catéter. Asimismo, la inseminacion puede ser homologa (semen de
la pareja) o heteréloga (semen de donante). En comparacién con las TRA de alta
complejidad, la 11U necesita menor cantidad de medicamentos reduciendo sus
costos. Sin embargo, las tasas de embarazo son menores, las cuales varian entre
13-20% por ciclo de 1IU (25), comparado con 25-32% por ciclo en alta
complejidad (ovocitos propios) (26).

1.4.2. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA ALTA
COMPLEJIDAD

Las técnicas de reproduccion asistida de alta complejidad se realizan en un
laboratorio especializado en el cual los ovocitos recolectados mediante una

aspiracion folicular son manipulados junto con los espermatozoides in vitro.

La maduracién folicular para FIV se logra tras la estimulacion ovérica
controlada por medio de la administracion de hormonas exogenas, como
gonadotropinas o GnRH, que promueven el crecimiento y maduracion de
multiples foliculos ovéricos facilitando la recoleccién de méas ovocitos que

incrementen la posibilidad de obtener un nimero mayor de embriones sanos (27).
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Asimismo, segun la técnica de inseminacion de los espermatozoides de los

pacientes en las TRA de alta complejidad se dividen en FIV convencional o ICSI.

La FIV se emplea en aquellos casos en los cuales existe algun tipo de
dificultad para el encuentro de los gametos de manera in vivo. Se realiza acercando
los ovocitos obtenidos y los espermatozoides capacitados en un medio de cultivo,
la fecundacion se dara mediante la fusion de membranas de los gametos (28). Por
otro lado, en casos extremos de infertilidad masculina se recomienda el uso de
ICSI para tratar el factor masculino severo y en casos de fallas previas de
fecundacion tras FIV, este dltimo se realiza en un micromanipulador
introduciendo un espermatozoide seleccionado al interior del 6vulo mediante una

aguja de inyeccion (22).

Los ovocitos fecundados o cigotos son cultivados en un medio enriquecido
para continuar con su desarrollo. Luego en la etapa de clivaje, cada cigoto
experimenta una serie de divisiones mitéticas aumentando considerablemente el
namero de células en su interior, dichas celulas reciben el nombre de blastomeras.
96 horas tras la fecundacion, las blastomeras se compactan, dando lugar a la
morula. Por Gltimo, aproximadamente 120 horas (dia 5) luego de la fecundacion,
se evidencia un aumento de liquido dentro de los espacios intercelulares de las
células internas de la morula, formando la cavidad blastocélica, hasta esta etapa el
embrion es llamado blastocisto (29) (Fig. 1.4.1). Propiamente dicho, el blastocisto
presenta una masa celular interna situado dentro de la cavidad blastocélica que da
origen al disco embrionario bilaminar (epiblasto e hipoblasto) durante la etapa de
gastrulacion. Asimismo, las células del epiblasto dan lugar a las tres capas de
tejido embrionario: ectodermo, mesodermo y endodermo; mientras que el
hipoblasto da lugar al endodermo extraembrionario (30, 31). Ademas, presenta
una capa externa de células llamadas en conjunto trofoectodermo, este Gltimo da

lugar a los tejidos extraembrionarios.
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Dia 4

Figura 1.4.1. Evaluacion del desarrollo embrionario

Uno de los procedimientos de rutina en el laboratorio es la evaluacion de
la calidad embrionaria. Diversos estudios han demostrado correlacion positiva
entre la calidad embrionaria y las tasas de implantacién y embarazo. Esto debido
a que la calidad esta relacionada con el buen desarrollo del embrion y la capacidad
de interactuar con el endometrio (32, 33). Hasta hace algunos afios, los embriones
han sido evaluados en la etapa de clivaje, en el dia 3 del desarrollo, para
transferencia y/o criopreservacion, ya que los sistemas de cultivo no permitian
cultivar a los embriones por méas tiempo. Mas adelante con el desarrollo de nuevas
estrategias, diversos sistemas de cultivo fueron empleados pudiendo llevar a cabo
el desarrollo in vitro hasta el estadio de blastocisto, en el dia 5 del desarrollo (34).
Esto ha permitido un mejor proceso de seleccion que aument6 las tasas de
embarazo. Asimismo, permite una sincronizacion entre el embrién y el

endometrio, siendo el estadio de blastocisto la fase previa a la implantacion (32).

1.5.EDAD Y REPRODUCCION

26



En la actualidad, la basqueda de la paternidad se encuentra en un cambio
constante, esto debido a diversos factores sociales que obligan a redefinir los roles
de género que la sociedad ha impuesto durante las ultimas décadas. Un ejemplo
claro de ello es la evolucién del papel de la mujer en la sociedad, donde ya no
ocupa un rol pasivo en los temas econémicos del hogar, asumiendo una posicion
més determinante y decisiva. Hoy en dia se observan relaciones de pareja con
mayor igualdad de responsabilidades; estas parejas, en muchas oportunidades,
escogen postergar su paternidad. Sin embargo, aumentan los problemas de

infertilidad por aumento de la edad.

La infertilidad estd influenciada por diversos factores, de los cuales
algunos aun no se conocen las causas exactas. Sin embargo, la avanzada edad de
la mujer es uno de los factores mas importantes en determinar la probabilidad de
embarazo (35).

1.5.1. EFECTO DE LA EDAD MATERNA

El envejecimiento de la mujer estd caracterizado por un declive de la
capacidad reproductiva a partir de los 35 afios y se acentta pasando los 40 afos.
Diversos estudios han demostrado que la reserva y calidad ovocitaria disminuyen
estrepitosamente (36, 37). Asimismo, se evidencian cambios fisioldgicos en el eje
HHO, donde las concentraciones de la hormona foliculo FSH y la LH aumentan
en respuesta a la perdida de maduracién folicular, mientras que los niveles de
estradiol decaen (38). En la préctica clinica es de suma importancia evaluar la
reserva folicular, ya que es una variable predictiva de la respuesta a la
estimulacidn ovérica para las TRA (39). Mas aun, la tasa de aneuploidias aumenta
debido a errores en la meiosis, provocando posteriormente, bajas tasas de

fecundacion, implantacion y embarazos (1-4).

Durante la maduracion ovocitaria, el ovocito experimenta un sustancial
cambio a nivel citoplasmatico. La maduracion citoplasmatica del ovocito permite
el correcto desarrollo embrionario para lograr un embarazo viable, esto depende
de los &cido ribonucleico mensajeros (MRNAS) maternos preexistentes, proteinas
y otros (p.ej. mitocondrias) que se acumulan durante el crecimiento y maduracion

ovocitaria (40).
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Sin embargo, la edad afecta negativamente la maduracion citoplasmatica
teniendo una repercusion sobre la competencia ovocitaria. Estudios sugieren que
las pacientes infértiles con edad avanzada tienen una actividad mitocondrial
anormal y una produccion menor de ATP (adenosin trifosfato, por sus siglas en
inglés) interfiriendo con el desarrollo embrionario normal. Esto puede ser
explicado debido a que en mujeres de edad avanzada los ovocitos han sido
expuestos por décadas a niveles bajos de especies reactivas de oxigeno producidas
por la respiracién mitocondrial, resultando en un dafio acumulativo a las mismas

mitocondrias y ADN mitocondrial (mtDNA, por sus siglas en inglés) (40, 41).

Asimismo, mujeres de edad reproductiva avanzada (>40 afios de edad) que
se someten a ciclos de reproduccion asistida tienen mayor riesgo de
complicaciones gineco-obstétricas (p. ej. Hipertension gestacional, preeclampsia
y partos prematuros) en comparaciéon con mujeres de la misma edad con

embarazos espontaneos (42).

Por otro lado, se conoce que en el vardn su capacidad reproductiva
continda a lo largo de los afios, por lo que los efectos de la edad paterna sobre su

fertilidad se han estudiado en menor medida que la materna.

1.5.2. EFECTO DE LA EDAD PATERNA

En el varon se han observado cambios a todo nivel del eje HHT.
Alteraciones en el generador de pulsos de GnRH, secrecion de gonadotropinas y
esteroidogénesis testicular pueden influir en la disminucion de la concentracion
de testosterona total (43). La disminucion de testosterona decae progresivamente
a partir de los 30 afios siendo significativamente menor a los 60 afios en adelante
(44, 45), Se ha reportado una disminucion del volumen testicular en varones
mayores de 60 afios, reduciendo hasta un 31% del volumen en mayores de 75 afios
en comparacion con varones entre 18 y 40 afios. Esta diferencia esta asociada con
el aumento de los niveles de gonadotropinas y la disminucion de testosterona libre
(46, 47). Asimismo, cada vez hay mas estudios que demuestran las diferentes
funciones de los andrdgenos y sus metabolitos a parte de los reproductivos, se
pueden evidenciar cambios en la composicion muscular y lipidica, enfermedades

cardiovasculares, funcion cognitiva y osteoporosis (48). Sin embargo, la
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disminucion en las concentraciones de testosterona no llega a ser imperceptibles
pudiendo continuar con su capacidad reproductiva (49). Cabe recalcar que la
deficiencia de androgenos no es solo dependiente de la edad, si no también esta
influenciada por otros factores, p ej. Diabetes, obesidad, insuficiencia cardiaca,

enfermedades renales, uso de glucocorticoides, entre otros (50-54).

La prueba inicial incluso para varones con fertilidad comprobada es el
estudio basico del semen o espermatograma, el cual evalla caracteristicas
macroscopicas y microscopicas mediante el analisis del liquido seminal. Los
valores de referencia utilizados para el anélisis son los de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) tomado en cuenta el 5to percentil como valor minimo de
referencia (Tabla 1.5.1) (55).

Limite de referencia inferior

Parametro

(LRI)
Licuefaccion Total a los 60 minutos
pH >7.2
Volumen (mL) 15 (1.4-1.7)
Concentracion espermatica (10%/mL) 15 (12-16)
Concentracion total (108/mL) 39 (33-46)
Motilidad total (PR + NP, %0) 40 (38-42)
Motilidad Progresiva (PR, %) 32 (31-34)
Viabilidad 58 (55 -63)
Morfologia 4 (3.0-4.0)

Tabla 1.5.1. Limite de referencia inferior (intervalo de confianza del 95%)
del espermatograma. Fuente: OMS 5ta edicion, 2010.
PR: motilidad progresiva (grado a + b)

NP: motilidad no progresiva (grado c)

Existe gran controversia sobre el efecto de la edad paterna sobre cambios
en los parametros seminales. Algunos autores han reportado la disminucién de al
menos 30% en la produccidn diaria de espermatozoides en varones por encima de

los 50 afios esto podria deberse a cambios en la distribucion celular en testiculos
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y variaciones en las concentraciones hormonales (56, 57). Por otro lado, una
comparacion entre varones jovenes (21-25 afios) con varones mayores de 50 afios
demostrd que los parametros de volumen seminal, motilidad y morfologia
espermatica eran menores en el grupo de varones de mayor edad, este estudio fue
ajustado a los dias de abstinencia sexual (58). En concordancia con este grupo, un
metaénalisis concluyé que a partir de los 50 afios el volumen seminal, la motilidad
y morfologia espermatica disminuyen en comparacion con varones de 30 afios,

mas no encontraron correlacion con la concentracion espermatica (59).

Continuando con los parametros seminales, se ha demostrado que la
motilidad espermatica depende de diversos factores, uno de ellos es el mecanismo
post testicular. La espermatogénesis inicia en la red de tabulos seminiferos dentro
del testiculo, continua su maduracion en el epididimo dando lugar a la fase de
espermiogénesis, es en esta fase donde adquieren la capacidad de movimiento.
Por otro lado, la interaccion de los componentes secretados por la vesicula seminal
y la prostata permiten la licuefaccion del semen, que posteriormente libera a los
espermatozoides mdviles. Estudios anteriores no han mostrado correlacion entre
edad y las secreciones del epididimo y prostata (evaluados por sus marcadores
alfa glucosidasa y zinc, respectivamente). Sin embargo, la funcion de la vesicula
seminal medida a través del marcador de fructuosa se vio disminuida
significativamente con relacidon al incremento de la edad. Asimismo, otro estudio
demostré que los marcadores seminales del epididimo y glandulas sexuales
accesorias (prostata y vesicula seminal) disminuyen significativamente en varones
mayores de 50 afios afectando negativamente el porcentaje de espermatozoides
motiles y a la vez el volumen seminal (60). Mas aun, se ha demostrado que
problemas en el epididimo podria influenciar el bajo porcentaje de
espermatozoides normales morfolégicamente a causa de la edad avanzada del

varon (58).

Por otro lado, la calidad seminal no determina, por si sola, el éxito de las
TRA. Por lo que antes de realizar un procedimiento de reproduccién asistida es
recomendable realizar un analisis exhaustivo de los posibles problemas que
podrian presentarse, tanto a nivel endocrino, como anatomico. Asi como también,

los defectos que podrian tener los gametos. Dada la problematica acerca de la baja
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reserva ovarica en mujeres de edad avanzada, a este grupo de pacientes se les
sugiere realizar ciclos de FIV/ICSI con 6vulos donados.

1.6.MODELOS DE ESTUDIO CON CICLOS DE OVODONACION

El primer embarazo logrado tras la donacion de ovocitos fue reportado en
1984 por Lutjen y col (61), este avance permitio tratar el problema de infertilidad
femenina dado por insuficiencia ovarica prematura. Desde entonces, los
programas de ovodonacion han ayudado a aumentar considerablemente las tasas
de embarazo. Se ha registrado que aproximadamente 50 000 ciclos con
ovodonacidn se realizan anualmente en Europa 'y EEUU (62).

El registro de la Red Latinoamericana de Reproduccion Asistida
(RedLara) del 2014 muestra que las tasas de embarazo clinico con ovocitos
propios fue de 30.89% y 33.24% (ICSI y FIV, respectivamente). Mientras que la
tasa de embarazo clinico con ovocitos donados fue de 50.87%

(independientemente de la técnica de inseminacion) (63).

Estudiar el efecto de la edad paterna en ciclos de FIV es complicado debido
a las numerosas variables confusoras en el analisis. Esto debido a que usualmente
los varones tienen parejas de su misma edad. Por otro lado, los ciclos con ovocitos
donados provienen de una poblacién homogénea de mujeres jovenes, permitiendo
eliminar la influencia de la avanzada edad materna sobre el desarrollo
embrionario. Por lo tanto, los estudios con ovodonacion representan un modelo
Optimo para el andlisis del efecto de la edad paterna. Varios autores han reportado
el efecto negativo de la edad del varon en los resultados de los procedimientos de

reproduccion asistida.

El efecto de la edad del vardn sobre su funcion reproductiva se observa en
menor grado en comparacion con el de la mujer. Asimismo, se han utilizado
diferentes grupos etarios para evidenciar dicho efecto. Luna y col. (2009)
Mostraron que el desarrollo embrionario, a partir de la fecundacion, etapa de

clivaje y blastulacion, se ve comprometido a partir de 60 afios (5). Sin embargo,
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muchos otros no encontraron diferencias en el desarrollo embrionario temprano,
hasta la etapa de clivaje; pero evidenciaron baja tasa de formacion de blastocistos,
menor tasa de embriones de buena calidad morfologica, fallas de implantacion y

bajas tasas de embarazo (64-66).

De La Rochebrochard y col. (2003) encontraron que a partir de los 40 afios
las tasas de éxito de las TRA se ven comprometidas. Estableciendo un punto de
corte de 40 afios en la vida reproductiva de los varones en el cual las tasas de éxito
van disminuyendo (67). Algunos estudios concuerdan con lo encontrado por De
La Rochebrochard y col., en los cuales mencionan que varones entre 40 y 45 afios
tienen mayores problemas para concebir. Sin embargo, los mecanismos

involucrados en este deterioro no han sido establecidos(68).

1.7.DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL PARA
ANEUPLOIDIAS

El aporte masculino en la fecundacion no es solo del set haploide de
cromosomas, sino también proveer de un centrosoma funcional y un genoma
competente capaz de sintetizar factores, tales como mRNAs o micro RNAs que
podrian estar regulando la transcripcién en el desarrollo embrionario temprano
(69). Fernandez-Gonzalez y colaboradores en el 2008 demostraron que el ovocito
es capaz de reparar alteraciones en el ADN espermatico, pero si este sistema de
reparacion falla o es incompleto puede generar patologias a largo plazo (70). Por
otro lado, defectos del centromero espermatico o deficiencias del factor activador
del ovocito han sido sugeridos como causas tempranas de un efecto paterno,
manifestandose como una falla de fecundacién o como alteraciones en el

desarrollo embrionario (71).

La seleccion embrionaria se ha basado por muchos afios en el criterio
morfoldgico. Sin embargo, se ha demostrado que una buena calidad morfoldgica
no correlaciona con euploidia embrionaria (72). Numerosos estudios sefialan que
la mayor causa de ciclos de FIV fallidos se debe principalmente a las aneuploidias
cromosomicas. Los embriones aneuploides usualmente no implantan o son

abortados espontaneamente durante el primer trimestre del embarazo (73). Para
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ello, se hace necesario estudiar y evaluar marcadores nucleares que nos permitan

predecir el éxito de un tratamiento de reproduccion asistida.

1.7.1. HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE

El diagnostico genético preimplantacional (PGD, por sus siglas en inglés)
por medio de la hibridacion in situ fluorescente (FISH) se usé por primera vez en
1987 (74). Inicialmente dicha técnica detectaba Unicamente los cromosomas
sexuales tras la biopsia de blastdmeras en embriones en etapa de clivaje, esto con
el fin de evitar seleccionar embriones portadores de desérdenes genéticos ligados
a los cromosomas X e Y. Asimismo, en 1990 se reportaron embarazos exitosos
tras la trasferencia de embriones seleccionados por PGD (75). Mas adelante, FISH
se empleo para la deteccion de aneuploidias utilizando diversas combinaciones de
cromosomas, siendo limitado por la incapacidad de amplificar en simultaneo los
24 cromosomas, por lo que se optd por detectar los cromosomas mas frecuentes
relacionados a abortos espontaneos y enfermedades (13; 14; 15; 16; 18; 21; 22; X
e Y) (76). El uso del diagndstico genético preimplantacional para aneuploidias
(PGD-A) por FISH aument6 la tasa de embarazos y nacidos vivos reduciendo

significativamente la de abortos espontaneos (77).

Los resultados del analisis mediante PGD-A por FISH se obtienen a los
dos dias de realizada la biopsia, permitiendo la transferencia embrionaria en el dia

5 del desarrollo

La biopsia de blastomeras, en la etapa de clivaje, por medio de FISH fue
reemplazado por la biopsia de células del trofoectodermo (78) usando las técnicas
de hibridacion gendmica comparada por microarreglos (aCGH) o el
secuenciamiento genético de siguiente generacion (NGS), los cuales son capaces
de amplificar el genoma completo y analizar los 23 pares de cromosomas (22

pares autosomicos y un par sexual) de los embriones.

1.7.2. HIBRIDACION GENOMICA COMPARADA POR
MICROARREGLOS
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En comparacion con el anélisis mediante PGD-A por FISH, la técnica de
aCGH se realiza en blastocistos tras la biopsia del trofoectodermo, es capaz de
producir un analisis cromosémico completo de los 23 pares de cromosomas en las
células individuales, incrementando ademas, la cantidad de ADN disponible para
andlisis. Esta técnica se basa en la hibridacion de todo el ADN del genoma de cada
muestra de ensayo contra un ADN normal de referencia (79).

Asimismo, es compatible con el esquema de transferencia en fresco. Sin
embargo, la transferencia debe programarse en el dia 6 debido a la obtencién de
los resultados, por lo que se recomienda la criopreservacion de todos los

embriones para realizar la transferencia en un ciclo diferido.

Por otro lado, existen algunas limitaciones en el uso de PGD-A por aCGH
debido a que no detecta mosaicismo cromosomal ni aneuploidia segmental en las

biopsias de trofoectodermo (80).

1.7.3. SECUENCIAMIENTO GENETICO DE SIGUIENTE
GENERACION

PGD-A usando aCGH fue reemplazado por el secuenciamiento genético
de siguiente generacion (NGS, por sus siglas en inglés) que es capaz de identificar
mosaismo (81). El mosaicismo embrionario es un evento frecuente en el desarrollo
preimplantacional del embrion en el cual se encuentran dos o0 mas lineas celulares
(82).

La técnica de NGS permite detectar las aneuploidias parciales o
segmentales siendo més sensible que el aCGH aumentando la resolucion del
analisis (81, 83). Algunos estudios comparando los resultados clinicos entre las
dos plataformas indican que PGD-A por NGS supera significativamente las tasas
de embarazo por aCGH, esto debido a que los embriones mosaico tienen menor

potencial implantatorio (80, 84).

2. JUSTIFICACION
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El estudio se justifica en la necesidad de definir la influencia de la edad
paterna avanzada en los resultados de los procedimientos de reproduccion asistida
con ovodonacion; mas aun si tiene efectos negativos sobre el desarrollo

embrionario y la tasa de aneuploidias embrionarias.

3. HIPOTESIS

El incremento de la edad paterna tiene un impacto negativo sobre el
desarrollo embrionario y reduce la tasa de embriones cromosomicamente
normales mediante diagndstico genético preimplantacional para aneuploidias
(PGD-A) en parejas sometidas a tratamientos de reproduccion asistida con

ovodonacion.

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la edad paterna sobre el desarrollo embrionario y
la tasa de embriones cromosomicamente normales mediante diagndstico genético
preimplantacional para aneuploidias (PGD-A) por hibridacién in situ fluorescente
(FISH), hibridacion genomica comparada por microarreglos (aCGH) o
secuenciamiento genético de siguiente generacion (NGS) en parejas sometidas a

tratamientos de reproduccion asistida con ovodonacion.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Comparar la calidad seminal entre grupos etarios mediante las mediciones de
volumen, concentracion espermatica y motilidad progresiva.

b. Determinar si el incremento de la edad paterna influye negativamente sobre el
desarrollo embrionario mediante la comparacion de la tasa de fecundacion, tasa
de embriones de excelente calidad morfologica en etapa de clivaje, tasa de
utilizacion de embriones y tasa de blastocistos de buena calidad morfoldgica en
ciclos de reproduccion asistida con ovodonacion entre los diferentes grupos

etarios.
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c. Comparar las tasas de embarazo en ciclos de reproduccion asistida con
ovodonacion entre los diferentes grupos etarios.

d. Evaluar si la tasa de embriones cromosomicamente normales mediante PGD-A
por FISH, aCGH o NGS varia con el aumento de la edad paterna en ciclos de

reproduccion asistida con ovodonacion.

5. METODOLOGIA

5.1. POBLACION DE ESTUDIO

Se incluy6 en el estudio la informacion de 2169 ciclos de parejas que
hayan realizado algun tratamiento de reproduccion asistida mediante el programa
de ovodonacion anonima, a partir de enero del 2011 a agosto del 2016 en los
laboratorios PRANOR, Grupo de Reproduccion Asistida. La edad de los varones

oscilaba entre 20 y 75 afios.

El programa de ovodonacion incluyé mujeres jovenes entre 18 y 31 afios
de edad, sin antecedentes conocidos de patologias y que cumplieron con los

criterios de la Sociedad Americana de Reproduccién Asistida.

5.2. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA DE ALTA
COMPLEJIDAD

Estimulacion ovarica controlada

Las donantes recibieron estimulacion ovarica controlada con el objetivo
de recuperar una cohorte de ovocitos maduros con mayor potencial de desarrollo,
reduciendo al minimo el riesgo de hiperestimulacion ovérica. La estimulacion
ovarica fue similar en cada una de las donantes, recibiendo de manera exdgena la

Hormona Foliculo Estimulante recombinante (rFSH, Gonal-F®, Merck Serono,
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Alemania; Elonva®, Schering-Plough, Alemania) o urinaria (UFSH, Bravelle®,
Ferring, Suiza), la Hormona Luteinizante recombinante (rLH), y/o la
Gonadotropina Menopausica Humana (hMG, Menopur®, Ferring, Suiza), en
combinacion con un antagonista de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas
(antGnRH, Cetrotide®, Merck Serono, Alemania; Orgalutran®, Schering-Plough,
Alemania). La ovulacion fue inducida mediante la Gonadotropina Corionica
Humana (hCG, Gonapeptyl®, Ferring, Suiza;, Ovidrel®, Merck Serono,
Alemania) al observar via ecografia transvaginal foliculos igual o mayores a 18

mm de didmetro.

Aspiracion folicular

La aspiracién folicular se realizd 36 horas posteriores a la administracion

de hCG via ecografia transvaginal con una aguja de aspiracion.

El fluido folicular obtenido fue observado bajo una lupa estereoscopica
para recuperar los complejos cimulo ovocitos (CCO) y lavados en medio Global
Total Hepes® (LifeGlobal, US). Posterior a la aspiracion folicular, los CCO
fueron cultivados en gotas de Global Total for Fertilization® (LifeGlobal, US)
bajo aceite mineral (Global®, LifeGlobal, US) a 37°C, 7% CO2y 5% O2.

Preparacion y seleccién espermatica

Se excluyeron del estudio los procedimientos que utilizaron muestras
obtenidas por biopsia testicular, aspiracion de epididimo, eyaculacion retrograda
y muestras de donante. Asimismo, procedimientos que utilizaron muestras
criopreservadas fueron excluidos del analisis seminal puesto que los parametros

seminales no son semejantes.

Todas las muestras seminales frescas de las parejas fueron obtenidas por
eyaculacion y procesadas dentro de la primera hora de emision. Cada una de ellas
fue evaluada para obtener los datos de volumen, concentracion espermatica y
motilidad, se utilizd la camara de Makler para el analisis de motilidad y
concentracion antes y después de la preparacion mediante capacitacion
espermatica. Los espermatozoides motiles fueron aislados por centrifugacion a
través de gradientes de densidad (95%/45%) (Isolate®, Irvine Scientific, US),
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para luego ser lavados en medio de cultivo (Global Total for Fertilization®,
LifeGlobal, US) y resuspendidos en volimenes minimos de 0.1 — 0.3 mL del

medio utilizado.

Inseminacidén e inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides

Para FIV convencional, los CCO fueron inseminados con las muestras
capacitadas aproximadamente cuatro horas posteriores a la aspiracion. EI nimero
de espermatozoides que se usan aproximadamente varia entre 50 000 y 100
000/mL.

Para ICSI, los ovocitos se dejaron madurar en la incubadora por cuatro
horas aproximadamente para luego proceder con la denudacion, eliminacion de
las células del cimulo y corona mediante un método enzimatico con hialuronidasa
(LifeGlobal, US). Los ovocitos fueron expuestos a la hialuronidasa en un tiempo
no mayor a 10 segundos, siendo liberados de las células del cumulo mediante
trabajo mecanico aspirando repetidas veces con pipetas de didmetro entre 135 —
140 um, obteniendo ovocitos rodeados Gnicamente por la zona pellcida. La
madurez nuclear del ovocito se caracteriza por la liberacion del cuerpo polar al
espacio perivitelino en el estadio de metafase 1, siendo estos los seleccionados

para proceder con la inyeccion en un micromanipulador (22).

Evaluacién de la fecundacién

La fecundacion se evalu6 entre 16 a 20 horas después de la inseminacion
por FIV o ICSI, la presencia de dos pronucleos (2PN) en el citoplasma del ovocito
reflejé una fecundacion normal, mientras que la falla de fecundacion se reportd

tras observar uno, tres 0 mas pronucleos, y/u ovocitos citolizados.

Los ovocitos fecundados (2PN) fueron transferidos a gotas individuales de
medio de cultivo de crecimiento (Global Total®, LifeGlobal, US) y dejados en la
incubadora a 37°C a 7% de CO2y 5% de O hasta el dia 5 o 6 del desarrollo.

Evaluacién del desarrollo embrionario

Hasta el 2013, los embriones fueron vistos al tercer dia del desarrollo para
evaluacion morfologica. El criterio de evaluacion en etapa de clivaje mas usado

es el descrito por L. Veeck. en 1999 (85) tomando en cuenta el nimero de
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blastbmeras y su simetria, y el grado de fragmentos citoplasmaticos anucleados
(Tabla 5.2.1 y Figura 5.2.2), siendo los embriones de excelente calidad en dia 3
los que presenten > 6 blastomeras, sin multinucleacion y con <10% de
fragmentacion, mientras que los de mala calidad embriones que presenten < 6

blastomeras grado 4 o 5 y/o multinucleacion.

Grado Descripcion
1 Blastbmeras simétricas
2 Blastdmeras simétricas, <10% de

fragmentacion

2b 10-30% de fragmentacion
3 Blastomeras asimétricas
4 30-50% de fragmentacion
5 >50% de fragmentacion

Tabla 5.2.1. Clasificacion de embriones en etapa de

clivaje.

Figura 5.2.2 Evaluacion morfoldgica en etapa de clivaje. Adaptado del Manual
de Procedimientos del Laboratorio de Reproduccion Asistida de la RedLara
2006.

1) Grado I; 2) Grado II; 3) Grado IlI; 4) Grado 1V; 5) Grado V
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En el caso sea haya solicitado PGD-A mediante FISH, se procedid con el
retiro de una blastdbmera del embrion en clivaje y analizado en el laboratorio de
geneética segun su protocolo interno, los resultados se obtuvieron 2 dias después
de realizada la biopsia. Luego de la biopsia, se mantuvo el cultivo embrionario

hasta la blastulacion.

Asimismo, Los blastocistos son clasificados desde el punto de vista
morfoldgico de acuerdo al criterio de Gardner y col (86) segun el grado de
expansion de la cavidad blastocélica, el cual tiene una valoracién numérica (Tabla
5.2.3)

Valoracion numérica Grado de expansion

Inicial
Medio

Completo

Expandido

Eclosionando

o O B W DN

Eclosionado

Tabla 5.2.3 Evaluacion morfolédgica segun el grado de

expansion de los blastocistos.

La masa celular interna y el trofoectodermo tienen una valoracion segln
la clasificacion de SART (Tabla 5.2.4)

Valoracion Interpretacion

A Bueno

40



B Regular
C Malo

Tabla 5.2.4. Evaluacion morfologica de los

blastocistos segun la clasificacion de
SART.

Los embriones de buena calidad morfolégica fueron blastocistos
expandidos, en vias de eclosion y eclosionados, de masa celular interna A y
trofoectodermo A o B.

Unicamente para los pacientes que solicitaban PGD-A por aCGH o NGS,
los embriones fueron evaluados en el dia 4 del desarrollo para la eclosion asistida
por medio del laser (Lykos; Hamilton Thorne, Beverly, ME, US) bajo
multipulsacién (pulso/segundo=9; duracion del pulso=150 ps). Asimismo, la
biopsia de trofoectodermo se realiz6 al observar blastocistos en vias de eclosion
en el dia 5 o 6 del desarrollo embrionario por medio del laser (potencia 100%;
pulso = 350 — 400 us) con el fin de extraer alrededor de 5 células para su posterior
analisis en el laboratorio de genética, siguiendo el protocolo para el analisis por
aCGH (BlueGnome Cyto-Chip; Illlumina, US) (87) o NGS (Veriseq PGD-A;
Illumina, US), segun corresponda. Los blastocistos fueron vitrificados luego de
una hora tras realizada la biopsia hasta la obtencion de los resultados, usando el
kit de vitrificacion Cryotech (Cryotech, Japdn) siguiendo los protocolos de

fabricacion.

Por otro lado, las pacientes programadas para la transferencia embrionaria
recibieron de manera oral suplementos de estradiol (E2, Novo-Nordisk,
Dinamarca) empezando el tratamiento el dia de la aspiracion folicular. EI soporte
del cuerpo luteo fue proporcionado por el suplemento de progesterona intravaginal
(Progesterona, Rottapharm, Italia) 600mg/dia al dia siguiente de iniciado el
tratamiento con estradiol. La transferencia embrionaria se realizo en el dia 5 del
desarrollo embrionario mediante un catéter de transferencia bajo ecografia
abdominal. Asimismo, por protocolo interno del laboratorio, solo se permite la

transferencia de 1 o 2 embriones como maximo.
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Los embriones restantes fueron vitrificados usando el kit de vitrificacion
Cryotech (Cryotech, Japon) siguiendo los protocolos del fabricante y transferidos

en un ciclo posterior.

Se excluyeron del estudio los ciclos con transferencias embrionarias o los

cuales incluian embriones criopreservados antes del quinto dia del desarrollo.

5.3.DISENO DEL ESTUDIO

Estudio retrospectivo de cohortes en el cual se analizaron 2169
procedimientos de reproduccién asistida con ovodonacion realizados desde enero
del 2011 hasta agosto del 2016 en los laboratorios PRANOR, Grupo de
Reproduccién Asistida. Ademas, el programa de ovodonacion anénima incluyo

mujeres jovenes cuyas edades oscilaba entre 18 y 31 afios.

La edad de los varones incluidos en el estudio estuvo en un rango de 20 a
75 afios. Estos fueron divididos en tres grupos segun su edad:

e Grupo 1: varones menores de 39 afios
e Grupo 2: varones entre de 40 a 49 afios

e Grupo 3: varones mayor e igual a 50 afos.

Ademas, Luna y col (2009) distribuyeron su poblacién (n= 672) entre los

mismos grupos etarios (5).

En la Figura 5.3.1 se muestra el diagrama de flujo de la distribucién de

ciclos segun el analisis realizado.

Para el analisis de la calidad seminal se evaluaron 1069 ciclos,
considerando la muestra de semen realizada para cada paciente en el laboratorio
el dia del procedimiento para FIV/ICSI, tomando en cuenta los parametros de
volumen seminal, concentracion espermatica y motilidad progresiva; divididos

entre los grupos etarios.
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La influencia de la edad paterna sobre el desarrollo embrionario abarco
1326 ciclos de los cuales fueron evaluados comparando la tasa de fecundacion de
los ovocitos, la tasa de embriones en etapa de clivaje de excelente calidad, la tasa
de blastocistos de buena calidad morfoldgica y la tasa de utilizacion de embriones,
calculado mediante la suma de los embriones criopreservados o transferidos al
quinto dia de desarrollo entre el total de cigotos y entre los diferentes grupos
etarios. Luego, se analizo un total de 851 ciclos con transferencias embrionarias
en dia 5 dividido entre la edad de la receptora y los grupos de edad paterna,

evaluando la tasa de embarazo bioquimico, clinico y abortos espontaneos.

Por ultimo, en el andlisis de PGD-A se incluyeron 656 ciclos, los cuales
fueron divididos segun el método utilizado (FISH, aCGH o NGS); se calculd el
tasa de embriones euploides mediante el ndmero de embriones
cromosomicamente normales por PGD-A entre el total de embriones, dividido

entre los diferentes grupo de edad del varon.
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2016
(n=2169)

Ciclos con ovodonacion de enero del 2011 a Agosto del

i

v

v

Analisis de la calidad seminal:

- Volumen seminal (mL)

- Concentracién espermatica
(mill/mL)

- Motilidad progresiva (%)

Ciclos excluidos
(n=1100)
| 362 muestras de donante
228 muestras
criopreservadas
510 ausencias de datos

Analisis del desarrollo embrionario

Tasa de fecundacién

Tasa de embriones de
excelente calidad en dia 3
Tasa de embriones de buena
calidadendia 5

Tasa de utilizacion

Ciclos excluidos
(n=843)
362 muestras de donante
481 ausencias de datos

Ciclos incluidos en

Analisis de las tasas de embarazo

Tasa de embarazo bioquimico
Tasa de embarazo clinico
Tasa de abortos espontdneos

v

Analisis de los ciclos
con PGD-A

Tasa de embriones
euploides

Ciclos excluidos por no
transferencias
> erend
embrionarias
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Ciclos con transferencias
embrionarias

Ciclos excluidos
=}  por no PGD-A
(n=1515)

\4

Ciclos incluidos en el
analisis
(n=654)

Ciclos incluidos en el analisis
el andlisis (n=1326)
(n=1069) v v
Analisis en dia 3 Andlisis en dia 5
(n=792) (n=1326)

(n=851)
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Receptora <39 Receptora 239
afos afnos
(n=178) (n=673)

FISH
(n=292)

e aCGH
(n=272)

e NGS
(n=405)

Figura 5.3.1. Diagrama de flujo de la distribucion de los ciclos entre los diferentes andlisis realizados.

44



5.4.CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio fue presentado al Comité Institucional de Etica (CIE) de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia para la evaluacion correspondiente. Una

vez contada con la aprobacion del CIE, se procedio con la ejecucion del mismo.

El estudio evalud una base de datos que incluye 2169 casos de parejas que
hayan realizado tratamientos de reproduccion asistida mediante el programa de
ovodonacion andnima a partir de enero del 2011 a agosto del 2016 en los
laboratorios PRANOR, Grupo de Reproduccion Asistida. Se mantendra en
anonimato la identidad de los pacientes incluidos en el estudio, por lo cual evitara

alguna repercusion en los pacientes.

El presente estudio permitird brindar mayor informacién sobre la
influencia de la edad paterna en los ciclos de reproduccion asistida, asi como la
importancia de realizar estudios genéticos por el factor edad, posibilitando

optimizar los resultados con dicho conocimiento.

Los resultados del presente estudio seran accesibles Unicamente dentro de
los alcances éticos que suponen la sustentacion y publicacion de la presente tesis

de licenciatura para la obtencién del titulo profesional.

5.5.ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se utilizo la base de datos computarizada de los
laboratorios PRANOR, Grupo de Reproduccion Asistida, exportando los datos al
programa Excel que posteriormente fueron evaluados por del programa SPSS 20.
Los datos fueron presentados como media + ES. La homogeneidad de varianzas
se determind mediante la prueba de Bartlett. Al ser varianzas homogéneas, fueron
evaluadas por un andlisis de varianzas. Por otro lado, si no mostraron
homogeneidad, la prueba Kruskal - Wallis fue empleada para determinar la

diferencia entre grupos; ademas, se utiliz6 la prueba de Mann- Whitney- U para
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la diferencia de medianas. Para todo analisis estadistico, fue considerado
significativo si el valor de P<0.05.

6. RESULTADOS

6.1.COMPARACION DE LA CALIDAD SEMINAL ENTRE LOS
GRUPOS ETARIOS

Se seleccionaron 1069 ciclos con ovodonacion que contaban con el
registro de concentracion espermatica, motilidad progresiva y volumen seminal

en un periodo de 5 afios.

La descripcion de la poblacion estudiada y la evaluacién de los parametros
espermaticos se observa en la Tabla 6.1.1. Se evaluaron 378 ciclos en el grupo de
varones menores de 40 afos, 553 ciclos en el grupo entre 40 a 49 afios y 138 ciclos
en el grupo >50 afios. El volumen de semen nativo fue de 2.54 + 1.27 mL en el
grupo de varones menor de 40 afios, 2.44 + 1.31 mL en el grupo de 40-49 afios y
de 1.93 £ 1.19 mL en el grupo >50 afios. En este ultimo grupo se observd menor
volumen seminal respecto a los otros grupos de estudio (p<0.05). En el caso de
la variable de concentracién espermatica, no se observaron diferencias
significativas entre los tres grupos. Sin embargo, en el grupo de varones >50 afios
la motilidad progresiva, dada por la suma de la motilidad de grado 11 y 1llI, fue
menor en comparacion con los demas grupos etarios (33.96% + 16.24 vs 40.10%
+17.81y38.93% + 17.10, respectivamente). Al evaluar por separado el porcentaje
de motilidad progresiva se obtuvo que en el grupo de >50 afios los porcentajes de
motilidad de grado 1l fueron los mas bajos (21.73% + 9.91), ademas la motilidad
de grado Il fue menor en comparacion con el grupo <40 afios (23.11% + 8.57 vs
26.05% + 7.78, respectivamente).

Asimismo, se obtuvo que en el grupo <40 afios, el 31% de ciclos registro
bajo volumen seminal (LRI: 1.5 mL), el 8% baja concentracion espermatica (LRI:
15 mill) y el 38% baja motilidad progresiva (LRI: 32%). Luego, en el grupo de
40-49 afios se encontro que el 33% de ciclos registro bajo volumen seminal, el 8%
baja concentracion espermatica y el 41% baja motilidad progresiva. Por ultimo en
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el grupo de >50 afios se encontrd que el 56% de ciclos registré bajo volumen
seminal, 4% baja concentracion espermatica y 54% baja motilidad progresiva

(datos no mostrados).

Edad paterna (afios)

<40 40-49 >50
N° de ciclos 378 553 138
Edad del varoén al 35.16 + 3.30 43.64 £ 2.69 53.56 + 3.79
tratamiento a,b,c a,b,c a,b,c
Volumen del semen (mL) 254 +1.27c 2.44 +1.31b 1.93 +1.19b,c
Concentracién 82.30+ 55.84 89.52 + 60.28 87.13 £ 56.04
espermatica (millones/ml)
Motilidad progresiva 40.10+17.81c  38.93+17.10b 33.96 +
(11+111) (%) 16.24b,c

Motilidad grado Il (%) 26.05+7.78a,c  24.08 + 8.49a 23.11 +8.57c

Motilidad grado 111 (%) 24.55+10.48c 24.33+10.59p 21.73+9.91b,c

Tabla 6.1.1 Numero de ciclos, edad promedio del varén y evaluacion de los
pardmetros espermaticos (volumen, concentracion y motilidad progresiva) el dia
del procedimiento entre los diferentes grupos etarios. Los valores estan
expresados como medias y su respectiva desviacion estandar. Diferencias
significativas cuando P<0.05.

a diferencias significativas entre grupo <40 y 40 — 49.
b diferencias significativas entre grupo 40 — 49 y >50.

c diferencias significativas entre grupo <40 y >50.

a,b,c diferencias significativas entre los tres grupos.

Por altimo, la figura 6.1.2 presenta los graficos de barras de las variables
de volumen seminal (mL), concentracion espermatica (mill/mL) y motilidad
progresiva (%) entre los tres grupos de estudio. Como ya antes mencionado, se
obtuvieron diferencias entre grupos en el volumen seminal y en la motilidad

progresiva, mas no en la concentracion espermatica.
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Figura 6.1.2.  Gréficos de barras para la evaluacion de los pardmetros espermaticos (volumen,
concentracion y motilidad progresiva) el dia del procedimiento entre los diferentes grupos etarios. Los
valores estan expresados como medias y su respectiva desviacion estandar. Diferencias significativas
cuando P<0.05.

a diferencias significativas entre grupo <40y 40 — 49.
b diferencias significativas entre grupo 40 — 49 y >50.
C diferencias significativas entre grupo <40 y >50.
a,b,c diferencias significativas entre los tres grupos.

48



6.2. EVALUACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO
ENTRE LOS GRUPOS ETARIOS

Un total de 1326 ciclos fueron analizados y distribuidos de la siguiente
manera: grupo de varones <40 afios (n=460), grupo entre 40 y 49 afios (n=673), y
grupo >50 afios (n=193). El promedio de ovocitos obtenidos fue similar entre
grupos, 11.80 + 20.60 en el grupo de varones <40 afios, 11.03 + 4.82 en el grupo
de 40 — 49 afios y 11.16 + 4.36 en el grupo de >50 afios (Tabla 6.2.1). Ademas, se
distribuyeron los ciclos segln la técnica de inseminacion, observando que el grupo
>50 afios tuvo menor numero de ciclos por FIV en comparacion con el grupo de
40 — 49 afios.

Edad paterna (afios)

<40 40-49 >50

N° de ciclos 460 673 193

Edad delapaciente 595, 470apc  4234+347abc 4444459 abc
al tratamiento

Edad del varén al

) 35.11+3.32a,b,c 4366 +2.69ab,c 53.77+3.94ab,c
tratamiento

Promedio de ovocitos

) 11.80 + 20.60 11.03 +£4.82 11.16 £ 4.36
obtenidos
Técnica de
inseminacion
FIV 46% (213/460) 47% (315/673)b 38% (74/193)b
ICSI 54% (247/460) 53% (358/673)b 62% (119/193)b

Tabla 6.2.1. Numero de ciclos, edad promedio de la paciente y pareja al tratamiento,
promedio del nimero de ovocitos obtenidos y porcentaje de ciclos segun la técnica de
inseminacién. Los valores estdn expresados como medias y su respectiva desviacion
estandar. Diferencias significativas cuando P<0.05.

diferencias significativas entre grupo <40y 40 — 49.

diferencias significativas entre grupo 40 — 49 y >50.

diferencias significativas entre grupo <40 y >50.
,b,c diferencias significativas entre los tres grupos.

D O T QD
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6.2.1. EVALUACION DE LA FECUNDACION

Como se explico anteriormente, el desarrollo embrionario abarca desde la
evaluacion de la fecundacion, clivaje (evaluacion en dia 3) y blastulacion

(desarrollo en dia 5) por lo que fue divido en subtemas para mejor analisis.

La Tabla 6.2.2 detalla el total de ovocitos obtenidos, el promedio de
ovocitos fecundados, la tasa de fecundacion normal y la tasa de ciclos con falla de
fecundacion. Los cuales fueron distribuidos segun su técnica de inseminacion
(FIV o ICSI) entre los tres grupos etarios. EI numero de ovocitos obtenidos fue
distribuido de la siguiente manera: 4974 ovocitos en el grupo de varones <40 afos,
7344 en el grupo de 40-49 afos y 2157 en el grupo de >50 afos.

En el caso de los ciclos con FIV, el nimero de ovocitos inseminados fue
de 2286; 3371 y 778, respectivamente. Asimismo, el promedio de ovocitos
fecundados fue similar entre los tres grupos (p>0.05). La tasa de ovocitos
fecundados también mostré un patrén similar. Por Gltimo, la tasa de ciclos con

falla de fecundacién tampoco tuvo diferencias significativas.

En el caso de los ciclos con ICSI, el nimero de ovocitos inyectados fue de
2364; 3526 y 1224, respectivamente. Ademas, en el grupo de varones >50 afios se
obtuvo el mayor nimero de ovocitos fecundados (7.86 + 3.18 vs 7.02 £ 2.77 y
7.16 + 2.92). De la misma manera, la tasa de fecundacion fue mayor en el tercer

grupo, asi como también se observo la menor tasa de fallas de fecundacion.
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Edad paterna (afios)

<40 40-49 >50

N de ovocitos obtenidos 4974 7344 2157

FIV
N de ovocitos inseminados 2286 3371 778
Promedio de ovocitos 7.46 + 3.28 7.51+3.21 6.99 + 3.10
fecundados
N de ovocitos fecundados 1567 (69%) 2353 (70%) 523 (67%)
%
E\l d)e ovocitos con falla de 719 (31%) 1018 (30%) 255 (33%)
fecundacion (%)

ICSI
N de ovocitos inyectados 2364 3526 1224
Promedio de ovocitos 7.02+277cC 7.16+292b 7.86+3.18Db,c
fecundados

N de ovocitos fecundados 1724 (73%)c 2550 (72%)b 930 (76%)b,c
(%)

N de ovocitos con falla de 640 (27%)c 976 (28%)b 294 (24%)b,c
fecundacion (%)

Tabla 6.2.2. Evaluacion de la fecundacion entre los diferentes grupos etarios.
Los valores estan expresados como medias y su respectiva desviacion estandar,
segun corresponda. Diferencias significativas cuando P<0.05.

a diferencias significativas entre grupo <40 y 40 — 49.
b diferencias significativas entre grupo 40 — 49 y >50.
C diferencias significativas entre grupo <40 y >50.
a,b,c diferencias significativas entre los tres grupos.

6.2.2. EVALUACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO EN
DIA 3

En el andlisis se incluyeron 5758 embriones en estadio de clivaje, los
cuales fueron distribuidos segln su técnica de inseminacion (FIV o ICSI) y sub-

clasificado entre los tres grupos de estudio (Tabla 6.2.3).

En el caso de los ciclos con FIV, 1160 embriones fueron analizados en el
grupo de varones <40 afios, 1807 en el grupo de 40 — 49 afios y 299 en el grupo
>50 afios. Asimismo, el promedio y el porcentaje de embriones de excelente
calidad se mantuvieron constantes entre grupos. No se obtuvo diferencias en el

promedio de embriones de mala calidad. Sin embargo, en el grupo de varones
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entre 40 — 49 afios se observo mas embriones de mala calidad en comparacion con

el grupo >50 afios.

En el caso de los ciclos con ICSI, 784 embriones fueron analizados en el
grupo de varones <40 afios, 1274 en el grupo de 40 — 49 afios y 434 en el grupo
>50 afos. ElI promedio y la tasa de embriones de excelente calidad fueron
similares entre los grupos. Asi como también, el promedio y la tasa de embriones

de mala calidad morfoldgica.

Edad paterna (afios)

<40 40-49 >50
Flv
N de embriones evaluados 1160 1807 299
Promedio de emb de 1.69+1.81 1.59 +1.67 1.60 +1.37
excelente calidad
N de embriones de 243 (21%) 379 (21%) 69 (23%)
excelente calidad (%o)
Promedio de emb de mala 258 +2.15 2.64 + 255 1.88 +1.29
calidad
N de embriones de mala 372 (32%) 628 (35%)b 81 (27%)b
calidad (%0)
ICSI

N de embriones evaluados 784 1274 434
Promedio de emb de 1.45+1.40 144 +1.44 1.56 + 1.60
excelente calidad
N de embriones de 171 (22%) 280 (22%) 86 (20%)
excelente calidad (%o)
Promedio de emb de mala 2.38 + 2.64 2.29+2.09 2.78 +2.39
calidad
N de embriones de mala 281 (36%) 445 (35%) 153 (35%)

calidad (%0)

Tabla 6.2.3. Evaluacion del desarrollo embrionario en dia 3. Los valores estan

expresados como medias y su respectiva desviacion

corresponda. Diferencias significativas cuando P<0.05.

diferencias significativas entre grupo <40 y 40 — 49.

diferencias significativas entre grupo <40 y >50.
b,c diferencias significativas entre los tres grupos.

a
b diferencias significativas entre grupo 40 — 49 y >50.
C
a1

estandar, segun
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6.2.3. EVALUACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO EN
DIAS

La evaluacion del desarrollo embrionario en dia 5 incluy6 9915 embriones.
A continuacién la Tabla 6.2.4 muestra, segln la técnica de inseminacion (FIV o
ICSI), el nUmero de embriones evaluados, la tasa y el promedio de embriones de
buena y mala calidad, el promedio de embriones transferidos y criopreservados y

la tasa de utilizacion entre los tres grupos de estudio.

En el caso de los ciclos con FIV, 1599 embriones fueron analizados en el
grupo de varones <40 afios, 2226 en el grupo de 40 — 49 afios y 511 en el grupo
>50 afios. El promedio de embriones de buena calidad no tuvo diferencias
significativas entre grupos, empero se observaron diferencias entre los grupos 40
—49 afos y >50 afos, evidenciando una mayor tasa de embriones de buena calidad
en este ultimo grupo (31% vs 26%). No se obtuvieron diferencias en cuanto a la

tasa de embriones de mala calidad (p>0.05).

En el caso de los ciclos con ICSI, 1630 embriones fueron analizados en el
grupo de varones <40 afios, 2424 en el grupo de 40 — 49 afios y 872 en el grupo
>50 afios. No se observaron diferencias en el promedio y la tasa de embriones de
buena calidad, tampoco en el promedio y la tasa de embriones de mala calidad
(p>0.05).

De la misma manera, no se observaron diferencias en el promedio de
embriones transferidos y criopreservados entre los grupos etarios. Sin embargo,
la tasa de utilizacion que es la suma de todos los embriones que fueron transferidos
y criopreservados entre el total de embriones, mostré diferencias a favor del grupo

<40 con respecto al grupo 40 — 49 afios (49% y 46%, respectivamente).
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Edad paterna (afios)

<40 40-49 >50
FIV
N de embriones evaluados 1599 2226 511
Promedio de emb de 2.11+1.80 1.85+1.67 2.21+1.69
buena calidad
N de embriones de buena 448 (28%) 583 (26%)b 159 (31%)b
calidad (%0)
Promedio de emb de mala 0.49+0.93 0.47 £ 0.76 0.43+0.85
calidad
N de embriones de mala 104 (7%) 148 (7%) 31 (6%)
calidad (%0)
ICSI
N de embriones evaluados 1630 2424 872
Promedio de emb de 1.44 +1.38 1.33+1.49 1.50 +1.59
buena calidad
N de embriones de buena 354 (22%) 472 (19%) 179 (21%)
calidad (%0)
Promedio de emb de mala 0.50+0.86 0.52+0.84 0.56 +£0.74
calidad
N de embriones de mala 122 (7%) 185 (8%) 67 (8%)
calidad (%0)
Promedio de embriones 1.36 + 0.90 1.30 £ 0.90 1.29+0.88
transferidos
Promedio de embriones 2.30+2.16 2.14 +2.22 2.38+2.29
criopreservados
Tasa de utilizacion 49% 46% 48%
(1680/3438)a (2314/5005)a (709/1472)

Tabla 6.2.4. Evaluacion del desarrollo embrionario en dia 5. Los valores estan
expresados como medias y su respectiva desviacion estandar, segun
corresponda. Diferencias significativas cuando P<0.05.

a diferencias significativas entre grupo <40 y 40 — 49.
b diferencias significativas entre grupo 40 — 49 y >50.
c diferencias significativas entre grupo <40 y >50.
a,b,c diferencias significativas entre los tres grupos.

Finalmente, la figura 6.2.5 presenta los graficos de barras de las variables
de tasa de fecundacion (%), tasa de embriones de excelente calidad en dia 3 (%),
tasa de embriones de buena calidad en dia 5 (%) y tasa de utilizacion (%) entre los
tres grupos de estudio. Anteriormente se observaron las diferencias de dichas

variables segun su técnica de inseminacion, mas al evaluar los ciclos sin
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diferenciarlo por la técnica de inseminacion, observamos un patron distinto, datos

no mostrados.

En primer lugar, se obtuvo que la tasa de fecundacion fue similar entre
grupos (72%, 72% y 73%, respectivamente). Luego, la tasa de embriones de
excelente calidad en dia 3 fue de 21% para todos los grupos etarios. Sin embargo,
se observo un mayor numero de embriones de buena calidad en dia 5 en el grupo
de varones de <40 afios en comparacion con el grupo de 40 — 49 afios (23% vs
21%). De igual manera, en el grupo <40 afios la tasa de utilizacion fue mayor en

comparacion con el grupo 40 — 49 afios (49% vs 46%).
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Figura 6.2.5. Evaluacion del desarrollo embrionario (Tasa de fecundacion, tasa de embriones de
excelente calidad en dia 3 del desarrollo, tasa de embriones de buena calidad en dia 5 del desarrollo y
tasa de utilizacion) entre los diferentes grupos etarios. Los valores estan expresados como medias y su
respectiva desviacion estdndar. Diferencias significativas cuando P<0.05.

a diferencias significativas entre grupo <40y 40 — 49.
b diferencias significativas entre grupo 40 — 49 y >50.
c diferencias significativas entre grupo <40 y >50.
a,b,c diferencias significativas entre los tres grupos.
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6.3.CORRELACION DE LAS TASAS DE EMBARAZO ENTRE
LOS GRUPOS ETARIOS

El andlisis de las tasa de embarazo bioquimico y clinico incluyé 851
transferencias, las cuales fueron divididas entre los grupos de edad paterna y edad
de la receptora. El punto de corte de la edad de la receptora fue de 39 afios, en este
primer grupo se incluyeron 178 transferencias divididos entre los tres grupos de
edad paterna, mientras que el segundo grupo (=39 afios) incluyé 673
transferencias, también divididos entre los tres grupos de edad paterna (Tabla
6.3.1)

Al evaluar las tasas de embarazo en el grupo de la edad de la receptora <39
afios, se observé que las tasa de embarazo bioquimico y clinico fue similar entre
los tres grupos de edad paterna (p>0.05), mismo patron se obtuvo al evaluar la

tasa de abortos espontaneos.

En el caso del segundo grupo de edad de la receptora (>39 afios), no se
obtuvieron diferencias significativas en las tasas de embarazo bioquimico, clinico

ni abortos espontaneos entre los grupos de edad paterna.

Asimismo, se compararon las tasas de embarazo bioquimico, clinico y
abortos espontaneos entre los dos grupos de edad de la receptora (<39 afios). Sin

embargo, estos no mostraron diferencias significativas (p>0.05).
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Edad paterna (afios)

Edad de la receptora <40 40-49 >50
Tasa de embarazo 65% 74% 43%

bioquimico (79/121) (37/50) (3/7)

<39 Tasa de embarazo 62% 70% 43%

clinico (75/121) (35/50) (3/7)

Tasa de abortos 5% (4/79) 5% (2/37) 0% (0/3)

espontaneos

Tasa de embarazo 65% 63% 66%

bioguimico (115/176) (244/386) (73/111)
39 Tasa de embarazo 59% 57% 55%
= clinico (103/176) (220/386) (61/111)

Tasa de abortos 10% 10% 16%

espontaneos (12/115)  (24/244)  (11/73)

Tabla 6.3.1. Evaluacion de la tasa de embarazo bioquimico, clinico y tasa de
abortos espontaneos entre los diferentes grupos etarios. Ademas, dividido entre
la edad de la receptora (<39 y >39 afos).

No se encontraron diferencias significativas inter ni intra grupos (P>0.05).

Por ultimo, se realiz6 un sub-analisis entre los grupos etarios del varén
para determinar si la edad promedio de la receptora y el varon que registraron
embarazo clinico son diferentes de los que no registraron embarazo clinico (datos

no mostrados).

En el grupo de varones <40 afos, laedad promedio de la receptora y varén
que registraron embarazo clinico no fue significativamente diferente respecto de
los que no registraron embarazo clinico (p>0.05). ElI promedio de edad de la
receptora que registr6 embarazo fue de 39.25 + 4.88 y no embarazo de 39.82 +
4.74, de igual manera el promedio de edad del vardn fue de 35.23 £ 3.55 vs. 35.11
+3.29.

Sin embargo, en el grupo de varones de 40 — 49 afios, se observo un patron
distinto. Se encontraron diferencias significativas respecto al promedio de edades
del varon que registraron embarazo clinico, el promedio de edad del varon fue de

43.43 + 2.66 vs. 44.08 = 2.79, observando que los varones que no registraron
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embarazo clinico fueron significativamente mayores en comparacion con lo que
registraron embarazo. Por otro lado, el promedio de edad de la receptora que
registré embarazo de 42.19 + 3.68 y no embarazo de 42.70 + 3.25, no mostrando

diferencias.

Finalmente, en el grupo de varones >50 afios no se obtuvieron diferencias
significativas respecto al promedio de edades que registraron embarazo. El
promedio de edad de la receptora que registr6 embarazo fue de 45.06 + 4.64 y no
embarazo de 44.41 + 4.82, de la misma manera el promedio de edad del varon fue
de 54.08 + 4.20 vs. 53.33 £ 3.69.

6.4.EVALUACION DE LOS CICLOS CON DIAGNOSTICO
GENETICO PREIMPLANTACIONAL PARA
ANEUPLOIDIAS ENTRE LOS GRUPQOS ETARIOS

Un total de 2169 ciclos con ovodonacion fueron realizados desde enero del
2011 a agosto del 2016. Sin embargo solo 654 ciclos incluyeron algun anélisis
genético, estos fueron distribuidos segin el dia de realizada la biopsia (dia 3 0 5).

6.4.1. EVALUACION DE LOS CICLOS CON PGD-A POR FISH
ENTRE LOS GRUPQOS ETARIOS

La Tabla 6.4.1 muestra las caracteristicas de los ciclos de ovodonacion con
PGD-A que fueron biopsiados en dia 3. 292 ciclos fueron analizados y distribuidos
de la siguiente manera: 111 ciclos en el grupo de varones <40 afios, 140 en el
grupo de 40 — 49 afios y 41 en el grupo de >50 afios, ademas la edad del varén al

momento del tratamiento fue diferente entre los grupos.

El promedio del nimero de ovocitos obtenidos entre los tres grupos etarios
fue de 12.00 + 3.52, 12.10 £ 3.98 y 11.73 £ 2.92, respectivamente; donde no se
encontraron diferencias (p>0.05), tampoco se observaron diferencias en la tasa de

fecundacion. Sin embargo, se observd una mayor tasa de formacién de
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blastocistos en el grupo de varones entre 40-49 afios, 59% (666/1120). Por Gltimo,
no se obtuvieron diferencias en cuanto a la calidad embrionaria en embriones de
dia3y5.

Edad paterna (afios)
Biopsia en dia 3 (FISH)

<40 40-49 >50
N° de ciclos 111 140 41
Edad del varén al 35.37+3.11 4397 +2.72 53.78 + 3.98
tratamiento a,b,c a,b,c a,b,c

Numero de ovocitos 1200£352  1210+3.98  11.73+292

obtenidos

Tasa de fecundacion 70% (876/1257) (112702/01/(;360) (3175%;31)

lastocistos 55% (480/876)a (666?191()2()0)a,b (162/22/1)5)b
Embriones de excelente 195+ 162 205+ 157 1.76 + 1.45

calidad (Dia 3)

Tasa de excelente calidad

0 0, 0,
(Df2 3) 24% (213/876)  25% (285/1120)  23% (72/315)

Tasa de buena calidad

0 0, 0,
(2 5) 16% (144/876)  17% (195/1120)  14% (45/315)

Tabla 6.4.1. Caracteristicas de los ciclos de ovodonacién con PGD-A por FISH
dividido entre los grupos etarios. Los valores estan expresados como medias y
su respectiva desviacion estandar. Diferencias significativas cuando P<0.05.

a diferencias significativas entre grupo <40 y 40 — 49.
b diferencias significativas entre grupo 40 — 49 y >50.
C diferencias significativas entre grupo <40 y >50.
a,b,c diferencias significativas entre los tres grupos.
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6.4.2. EVALUACION DE LOS CICLOS CON PGD-A POR
aCGH o NGS ENTRE LOS GRUPQOS ETARIOS

Las caracteristicas de los ciclos con ovodonacion con biopsia en dia 5 para
el anélisis por aCGH o NGS se muestran en la Tabla 6.4.2. En el analisis se
incluyeron 362 ciclos que fueron distribuidos entre los tres grupos de estudio; 125
ciclos en el grupos de varones <40 afios, 196 en el grupo de 40 — 49 afios y 41 en
el grupo de >50 afios, ademas la edad del vardn al tratamiento tuvo diferencias

entre grupos.

De esta manera, el nimero de ovocitos obtenidos fue similar en los tres
casos. Sin embargo, el grupo de varones <40 afios obtuvo mayor tasa de
fecundacién en comparacion con el grupo de 40 — 49 afios. (74% vs 71%).
Asimismo, la tasa de formacion de blastocistos en el grupo >50 anos fue el menor
en comparacién con los demas grupos etarios (45% vs 51% y 53%). Para finalizar,
no se observaron diferencias en la tasa de embriones de buena calidad en el dia 5
del desarrollo.
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Edad paterna (afios)

Biopsia en dia 5 (aCGH y NGS)
<40 40-49 >50

N° de ciclos 125 196 41

Edad del varén al tratamiento 3556 +3.21 43.72+257 53.63+4.53

ab,c a,b,c a,b,c
NUmero de ovocitos obtenidos 13.59+4.07 1350+352 14.78+4.62
Tasa de fecundacion 74% 1% 3%
(1220/1646)a (1793/2522)a  (406/555)
51% 53% 45%

Tasa de formacion de blastocistos (625/1220)c  (955/1793)b  (183/406)b.c

23% 23% 19%

Tasa de buena calidad (Dia 5) (277/1220)  (415/1793)  (76/406)

Tabla 6.4.2 Caracteristicas de los ciclos de ovodonacion con PGD-A por aCGH
y NGS dividido entre los grupos etarios.
Diferencias significativas cuando P<0.05.

a diferencias significativas entre grupo <40 y 40 — 49.
b diferencias significativas entre grupo 40 — 49 y >50.
c diferencias significativas entre grupo <40 y >50.
a,b,c diferencias significativas entre los tres grupos.

6.4.3. EVALUACION DE LA TASA DE ANEUPLOIDIAS Y
EDAD PATERNA

La evaluacion de los ciclos de ovodonacion con PGD-A segun el tipo de
analisis realizado por FISH, aCGH o NGS entre los grupos etarios se muestra en
la Tabla 6.4.3 Tal como se menciond anteriormente, 292 ciclos fueron analizados
por FISH con un total de 2042 embriones biopsiados: 784 embriones en el grupo
<40 afos, 967 en el grupo de 40 — 49 afios y 291 en el grupo >50 afios. Se observo

que la tasa de embriones euploides no tuvo diferencias significativas entre grupos.

De la misma manera, 272 ciclos fueron analizados por aCGH con 1205

embriones biopsiados, siendo distribuidos entre los grupos etarios. Se biopsiaron
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452 en el grupo <40 afios, 620 en el grupo de 40 — 49 afios y 133 en el grupo >50
afios. No se observaron diferencias en la tasa de embriones euploides entre grupos.

Por ultimo, 92 ciclos fueron analizados por NGS en el cual se biopsiaron
405 embriones. Los cuales fueron distribuidos de la siguiente manera: 136 en el
grupo <40 arfios, 232 en el grupo 40 — 49 afios y 37 en el grupo >50 afos.
Asimismo, la tasa de embriones euploides y mosaicos no mostraron diferencias

entre grupos.
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Edad paterna (afios)

Analisis <40 40-49 >50

Numero de Ciclos 111 140 41

FISH N° de embriones biopsiados 784 967 291
Tasa de embriones euploides 30% (235/784) 30% (291/967) 29% (84/291)

Numero de Ciclos 94 147 31

aCGH N° de embriones biopsiados 452 620 133
Tasa de embriones euploides 60% (270/452) 63% (390/620) 55% (73/133)

Numero de Ciclos 32 50 10

N° de embriones biopsiados 136 232 37
NGS Tasa de embriones euploides 48% (65/136) 43% (99/232) 41% (15/37)

Tasa de embriones mosaicos 17% (23/136) 23% (53/232) 19% (7/37)

Tabla 6.4.3. Evaluacién de los ciclos de ovodonacion con PGD-A dividido entre los grupos etarios. Los valores estan expresados
como medias y su respectiva desviacion estandar. No se encontraron diferencias significativas entre grupos (P>0.05).
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7. DISCUSION

7.1.COMPARACION DE LA CALIDAD SEMINAL ENTRE LOS
GRUPQOS ETARIOS

La calidad seminal es un importante indicador de la fertilidad masculina,
diversos estudios han mostrado correlacion entre ciertos pardmetros espermaticos
con respecto al incremento de la edad. Los cambios fisioldgicos en el sistema
reproductor masculino a causa del envejecimiento pueden disminuir su capacidad

reproductiva.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el volumen seminal mostro ser
menor en varones >50 afios (el 56% de ciclos registrd bajo volumen seminal). Sin
embargo, el volumen fue similar en varones menores de 40 afios y entre 40 y 49
afios de edad (1.93 £ 1.19 mL frente a 254 + 1.27 mL y 2.44 + 1.31 mL,
respectivamente). De la misma manera, la motilidad progresiva fue menor en el
grupo de avanzada edad paterna (tanto en la motilidad de grado Il y I11). Por otro
lado, no se encontrd correlacion entre la concentracion espermaética y la edad
(Tabla 6.1.1).

Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Duran y col (2010),
que mediante la evaluacion retrospectiva de 519 ciclos con ovodonacion,
compararon la calidad seminal y desarrollo embrionario entre tres grupos etarios
(25 — 38 afios, 39 — 49 afios y >50 afios). Concluyendo que la avanzada edad
paterna se asocia significativamente con la disminucion del volumen seminal y la
motilidad espermatica. Sin encontrar diferencias en la concentracion espermatica
(88). Otros autores también muestran un decline en el volumen seminal (6, 89) y
disminucion de la motilidad (6, 90) en el grupo de mayor edad. Sin embargo, en
contra de los resultado obtenidos en el presente estudio, otras investigaciones no

encontraron diferencias en ningun parametro espermatico (7, 91).

Se ha demostrado que el semen esta constituido por el plasma seminal y

los espermatozoides. El plasma seminal consiste en las secreciones que se originan
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en el epididimo y en las glandulas sexuales accesorias, ademas, la vesicula seminal
aporta aproximadamente el 60% del volumen seminal, la prostata 30%, mientras
que las glandulas bulbouretrales 10% (92). La diferenciacion, crecimiento,
desarrollo y mantenimiento de la vesicula seminal y la prdstata dependen de la
actividad de los andrégenos. La literatura no ha mostrado una correlacion entre la
edad y las secreciones de la prostata y epididimo, aunque demostraron que la

funcidn de la vesicula seminal disminuye a causa del incremento de la edad (60).

El menor volumen seminal y motilidad progresiva observada en varones
mayores de 50 afios puede ser explicado por la disminucién progresiva de
testosterona libre en sangre por aumento de la globulina ligadora de hormonas
sexuales relacionada a la edad. Dichos cambios influyen negativamente la funcién
de las glandulas sexuales accesorias (58). Al disminuir la funcion de la vesicula
seminal y la prostata, los volimenes seminales decaeran. Asimismo, la motilidad
espermatica se vera afectada por los cambios en la interaccion de los componentes
secretados por dichas glandulas, interfiriendo con la licuefaccion normal del

semen al momento de la eyaculacion.

A pesar que en este estudio el promedio de la motilidad progresiva
reportada en el grupo de avanzada edad paterna (33.96 + 16.24) es
significativamente menor en comparacién a los otros grupos etarios, este se
encuentra dentro de los pardmetros normales registrados por el Manual de
laboratorio para el anlisis de semen de la OMS 2010 (limite inferior de referencia

= 32%). Sin embargo, en 54% de ciclos se observd baja motilidad progresiva.

Por otro lado, los resultados no fueron corregidos por los dias de
abstinencia, siendo este un variable confusora debido a la correlacion que tiene
con los pardmetros espermaticos (93, 94). Asimismo, de acuerdo al protocolo
interno del laboratorio se le indica a todos los pacientes que emiten muestra
seminal para procedimientos de alta complejidad tener de 3 a 5 dias de abstinencia

como maximo.

7.2. EVALUACION DEL DESARROLLO EMBRIONARIO ENTRE
LOS GRUPOS ETARIOS
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La disminucion de la fertilidad en mujeres de edad reproductiva avanzada
se debe principalmente a la baja reserva ovarica y calidad ovocitaria, ademas del
menor numero de embriones de buena calidad morfoldgica y al aumento del riesgo
de abortos espontaneos por las aneuploidias embrionarias (95). La donacion de
gametos es una conocida alternativa para mujeres que tienen problemas de
infertilidad relacionadas con su ovocitos. Las donantes son mujeres jovenes que
usualmente tienen una excelente reserva ovarica, con mayores probabilidades de

formar embriones viables.

Debido al sesgo asociado con la avanzada edad materna, el modelo de
ovodonacion fue utilizado en el presente estudio ya que representa una
herramienta Optima para la evaluacion del efecto de la edad del vardn sobre el

potencial reproductivo.

El promedio de ovocitos asignados por receptora fue similar en cada grupo,
de aproximadamente 11 ovocitos por grupo etario. Ademas, en el andlisis de
desarrollo embrionario se distribuyeron los ciclos segun su técnica de
inseminacion (FIV o ICSI), esto fue necesario para excluir el potencial impacto
del factor masculino severo en el analisis. En los ciclos con FIV no hubo
diferencias en la tasa de ovocitos fecundados ni en la tasa de ovocitos con falla de
fecundacién. Sin embargo, en los ciclos con ICSI se encontrd6 mayor tasa de
fecundacion y menor tasa de ovocitos con falla de fecundacion en el grupo de >50
afios. Por otro lado, al evaluar la tasa global de fecundacidén no se encontraron
diferencias. De acuerdo a los indicadores de calidad del laboratorio se considera
que las tasas de fecundacion por encima de 65% son 6ptimas (96), a pesar de las
diferencias encontradas en el andlisis (tasa de fecundacion de aproximadamente
70%).

En concordancia con los resultados obtenidos, ciertos estudios usando el
mismo modelo de ovodonacion tampoco encontraron diferencias en la tasas de
fecundacion en los grupos de avanzada edad paterna (6, 9, 64, 97, 98), a pesar que
un estudio incluyé en su analisis un grupo etario con varones mayores de 64 afios
(92).
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Por otro lado, otros estudios sugieren que la tasa de fecundacién decae
significativamente con la avanzada edad (>50 afios) a pesar que sus pardmetros
seminales sean optimos independientemente del método de inseminacion (5, 88).
Un analisis similar lo realizaron Chapuis y col (2017), ellos evaluaron la
influencia del factor masculino segun el método de inseminacion, encontrando
menor tasa de fecundacion por FIV en el grupo etario de avanzada edad y mayores
tasas por ICSI. Asimismo, encontraron que la astenozoospermia (motilidad
progresiva < 32%) afecta significativamente las tasas de fecundacion por FIV y la
oligozoospermia (concentracion espermatica <15 mill) en los casos por ICSI. Por
lo que este estudio sugiere que los pardmetros seminales tienen un impacto

importante sobre la fecundacion (99).

Hasta el 2013, los ovocitos fecundados fueron cultivados y vistos en la
etapa de clivaje. Independientemente de la técnica de inseminacion, la tasa de
embriones de excelente calidad en dia 3 fue de aproximadamente 20%, sin
encontrarse diferencias con el incremento de la edad paterna. Algunos estudios
tampoco encontraron diferencias en la calidad embrionaria en la etapa de clivaje
(6, 64, 65, 100). Sin embargo, Luna y col (2009) hallaron menor nimero de
embriones de excelente calidad en etapa de clivaje en el grupo de varones de

avanzada edad (> 50 anos) (5).

Cabe recalcar que comparar la calidad embrionaria en etapa de clivaje
entre los diferentes estudios es dificultoso ya que no todos siguen el mismo
protocolo de clasificacion embrionaria. Tres de estos estudios clasificaron a los
embriones en clivaje de acuerdo al nimero y simetria de las blastdmeras asi como
el porcentaje de fragmentacion de las células (6, 64, 100), Campos y col (2008)
clasificaron a los embriones por el nimero de las blastomeras y el grado de
fragmentacion (65). Por otro lado, Luna y col (2009) clasificaron a los embriones

solo por el numero de blastomeras (> 7 células serian embriones de excelente

calidad) (5).

Se ha demostrado que el cultivo extendido hasta la etapa de blastocisto
permite un mejor proceso de seleccién (101) debido a que los embriones se
“autoseleccionan” por activacion del genoma embrionario (102). En el presente

estudio todos los embriones fueron evaluados en dia 5 del desarrollo.
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Hasta el dia de hoy, la evaluacion de la calidad embrionaria es el método
estandar de seleccion siendo capaz de elegir al embrion con capacidad de
implantar y dar un nacido vivo (86). Van den Abbel y col (2013) encontraron que
blastocistos de buena calidad presentan mejores resultados clinicos, donde un
grado de trofoectodermo alto indica que es funcional capaz de eclosionar de la
zona pelucida e implantar, mientras que la masa celular interna de buena calidad
podria reducir el riesgo de aborto precoz (103). Los resultados encontrados en el
presente analisis indican que la edad paterna avanzada no correlaciona con una
menor tasa de embriones de buena calidad puesto que se encontraron mayor
numero de embriones de buena calidad en el grupo >50 afios en comparacion con
el grupo de 40-49 afios (31% vs 26%, respectivamente, ver Tabla 6.2.4) en los
casos inseminados por FIV. Sin encontrar diferencias en las tasas de embriones
de buena calidad en los casos por ICSI, donde la tasa aproximada es de 20%.
Asimismo, independientemente del método de inseminacion, la edad paterna
avanzada no correlaciona con la baja calidad embrionaria en la etapa de
blastocisto. En concordancia con Garcia-Ferreyra y col (2015), donde no
encontraron diferencias en la tasa de blastocistos de buena calidad en el grupo de

avanzada edad paterna (=50 afios) (104).

De la misma manera, la tasa de utilizacién (# de embriones transferidos +
criopreservados entre el total de cigotos) no se relaciona con la avanzada edad
paterna. Sin embargo, se observd mayor tasa de utilizacion en el grupo <40 afios
en comparacion con el de 40-49 afos a pesar que este Ultimo grupo incluia mayor
numero de embriones fecundados (Tabla 6.2.4). El presente estudio muestra que
la tasa de utilizacion de embriones encontrada en el grupo de varones de avanzada
edad es alta y no disminuye con relacion a la edad. Asimismo, otras variables
podrian estar afectando la tasa de utilizacion en el grupo de 40-49 afios que no se

han evaluado en el andlisis.

Otros estudios no evaltan la tasa de blastocistos de buena calidad, mas
evalian la tasa de formacion de blastocistos, el cual cuantifica el nimero de
embriones que llegaron a blastular, independientemente de la calidad embrionaria.
Algunos autores indican que la avanzada edad paterna (>50 afios) disminuye la
tasa de formacion de blastocistos (64). Dain y col (2011) sugieren que esta
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disminucion podria deberse a la activacion del genoma paterno, junto con el

materno, en la blastulacion (105).

Aln existe gran controversia sobre si el desarrollo embrionario temprano
esta influenciado Unicamente por factores maternos. La literatura sugiere que las
primeras dos divisiones celulares son principalmente controlados por los genes
maternos, mientras que a partir del estadio de 4 células inicia el control de los
genes paternos (106). Asimismo, otros sugieren que el control del desarrollo
embrionario temprano hasta la etapa de clivaje es de origen materno y las etapas
siguientes, al control genémico de ambos padres (107).

Sabemos que los parametros utilizados para evaluar la calidad seminal en
el espermatograma no indican la integridad del ADN espermaético, ya que algunos
estudios han demostrado que anormalidades en el ADN espermatico afectan
negativamente la calidad embrionaria (108, 109), mientras que una baja calidad
seminal estd asociada con bajas tasas de fecundacion y lento desarrollo
embrionario (110-112).

En el presente estudio, no se realizaron mediciones de fragmentacion del
ADN espermaético, sin embargo esto podria dar una explicacién en los diferentes
resultados obtenidos por otros autores. Simon y col (2014) encontraron que la
cromatina espermatica dafiada afecta todos los estadios del desarrollo
embrionario, siendo el dafio mayor cuando ha ocurrido la activacion del genoma
embrionario (a partir del dia 3 del desarrollo). Asimismo, sugieren que en la

fecundacion tiene un gran efecto materno méas que una influencia paterna (113).

Asimismo, el ovocito activa mecanismos de reparacidn para contrarrestar
el dafio producido por el ADN paterno (114), si el dafio es elevado las células van
a apoptosis aumentando la posibilidad de eliminar embriones en la etapa de
blastocisto (113).

En resumen, ningun efecto de la avanzada edad paterna fue encontrado en
el presente estudio sobre el desarrollo embrionario. De la misma manera, la
literatura sugiere que no hay evidencia sélida que demuestre que la edad paterna
avanzada esté asociada directamente con el desarrollo embrionario en un modelo

de ovodonacion (115).
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7.3.CORRELACION DE LAS TASAS DE EMBARAZO ENTRE LOS
GRUPOS ETARIOS

Con el fin de eliminar el sesgo de la edad materna avanzada sobre las tasas
de embarazo, el punto de corte de la edad de la receptora fue de 39 afios. Sin
embargo, no se encontraron diferencias entre grupos, a pesar que el primer grupo
(<39 afos) incluyd mujeres entre 23 y 38 afos. Ademas, al no encontrar
diferencias entre los grupos de edad de la receptora y los grupos de edad paterna,
los resultados sugieren que las tasas de embarazo no disminuyen con respecto a la
edad paterna avanzada (Tabla 6.3.1). De la misma manera, algunos autores
tampoco encontraron diferencias en las tasas de embarazo ni abortos espontaneos
(5, 8, 9, 64, 116). En el presente analisis, todas las transferencias se realizaron en
el dia 5 del desarrollo, aunque los mencionados anteriormente no necesariamente

realizaron la transferencia embrionaria en el mismo dia del desarrollo.

Sin embargo, Wu y col (2015) encontraron cierta influencia negativa de la
edad paterna avanzada sobre las tasas de implantacién y abortos espontaneos, mas
no en las tasas de embarazo y nacidos vivos, corrigiendo la edad materna en
grupos (117). De la misma manera, Ferreira y col (2010) obtuvieron que la edad
paterna avanzada (<51 afios) afecta negativamente la tasa de embarazo clinico
cuando la receptora es mayor a 37 afios (7).

Al analizar los datos segun el registro negativo de embarazo clinico, no se
encontraron diferencias entre el promedio de edades tanto de la receptora como el
varon entre los grupos de edad paterna (<40 afios y >50 afios), sugiriendo
nuevamente que la avanzada edad paterna no influye sobre el embarazo, a pesar
de observar que en el grupo de 40-49 afios los que no registraron embarazo fueron
significativamente mayores en comparacion con el grupo que registré embarazo.
Por otro lado, Girsh y col (2008) observaron que los varones pertenecientes al
grupo “no embarazo” eran significativamente mayores en comparacion con el

grupo “embarazo” (66).

En concordancia con este estudio, el punto de corte de 39 afios de la

receptora ha sido utilizado por Campos y col (2008) en un analisis con 915 ciclos
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con ovodonacién para evaluar el efecto de la edad paterna sobre distintos
pardmetros reproductivos. Sin embargo, ellos reportaron una reduccion en las
tasas de embarazo cuando ambos padres eran mayores a 38 afios. Una observacion
atomar en cuenta es que también encontraron diferencias en las tasas de embarazo
cuando solo la receptora era mayor a 38 afios, notando que el efecto en las tasas
de embarazo no necesariamente es de origen paterno (65). En el presente estudio,
no se encontraron diferencias en las tasas de embarazo ni abortos espontaneos con
la edad paterna avanzada (>50 afios) independientemente de la edad de la

receptora.

Algunos autores sugieren que las tasas de embarazo e implantacion decaen
a partir de los 40 afios (118), otros sugieren a partir de los 45 afios, siendo la
disminucion mayor cuando la receptora es mayor o igual a 50 afios (119) a pesar
de ser ciclos con ovodonacidn. Esta disminucion en las tasas de embarazo podria
deberse a factores uterinos relacionados a la avanzada edad materna, siendo la

disminuida receptividad endometrial la posible causa (120).

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron hace mas de diez afios con
respecto a la disminucion de las tasas de embarazo en receptoras de avanzada
edad, la literatura sugiere que multiples factores podrian estar involucrados en el
cambio del patrén de edad en la que las tasas de embarazo podrian disminuir entre
las receptoras. Estas mejoras podrian deberse a la mejor seleccion de las donantes
de ovocitos, mejores protocolos de estimulacion ovarica en donantes y

endometrial para las receptoras (119).

7.4.EVALUACION DE LOS CICLOS CON DIAGNOSTICO
GENETICO PREIMPLANTACIONAL PARA ANEUPLOIDIAS
ENTRE LOS GRUPOS ETARIOS

Las aneuploidias embrionarias son la principal causa de fallos en la TRA,
debido a que la mayoria de embriones con aneuploidias no implantan o son

abortados espontaneamente durante el primer trimestre del embarazo (73, 76). El
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diagnostico genético preimplantacional para aneuploidias (PGD-A) ha reducido
las tasa de perdidas, aumentando las tasas de embarazo y nacidos vivos sanos
(121).

La avanzada edad paterna ha demostrado tener efectos adversos sobre la
integridad del ADN y aneuploidias en los espermatozoides. Estas causas podrian
resultar en un desarrollo embrionario anormal pudiendo también estar relacionado

con las aneuploidias embrionarias (122).

El andlisis de los ciclos con PGD-A, tanto en dia 3 como 5, muestra una
reduccién en la tasa de formacion de blastocistos en el grupo de avanzada edad
paterna (tabla 6.4.1y 6.4.2), el cual sugiere que hay influencia de la edad paterna
sobre la blastulacion, en concordancia con otros estudios ya antes mencionados
(64, 105).

Debido a que el presente estudio abarcd ciclos del 2011 al 2016, el
protocolo para PGD-A se ha ido modificando y distintos andlisis fueron
implementandose. Asimismo, al controlar el sesgo de la edad materna con
ovocitos donados, en la evaluacion por PGD-A para los distintos analisis no se
observé un aumento en las tasas de aneuploidias debido a la avanzada edad
paterna (tabla 6.4.3), sugiriendo que el incremento de la edad paterna no modifica
la constitucion cromosoémica de los embriones en desarrollo, a pesar que adn
existe posibilidad de encontrar hasta el 39% embriones aneuploides en los ciclos

de ovodonacion (123).

En concordancia con estos resultados, Tiegs y col (2017) no encontraron
relacion entre la edad paterna y el porcentaje de embriones euploides por ciclo
utilizando aCGH como analisis (122). Sin embargo, Garcia-Ferreyra y col (2015)
analizaron 32 ciclos de ovodonacion en conjunto con PGD-A por FISH para
determinar si el incremento de la edad paterna influye sobre la composicion
cromosomica embrionaria. El estudio sugiere que la edad paterna avanzada (>50
afios) aumenta las tasas de aneuploidias embrionarias, disminuye la tasa de
formacion de blastocistos y aumenta la tasa de fragmentacion de ADN

espermatico.
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Asimismo, el andlisis por FISH ha demostrado ser menos preciso al
momento de detectar las aneuploidias (87), teniendo en cuenta que la biopsia de
una blastomera se lleva a cabo en un embrién en clivaje y analiza un nimero
restringido de cromosomas. Se demostré que las aneuploidias podrian aparecer en
cualquiera de los 24 pares de cromosomas, dejando a la técnica obsoleta por sus
limitaciones en el PGD-A (124, 125). La gran diferencia con la biopsia de
trofoectodermo, es la capacidad de evaluar los 24 pares de cromosomas y
necesariamente se necesita extender el cultivo embrionario hasta el dia 5 o 6 del
desarrollo, permitiendo un mejor proceso de seleccion, ya que no todos los
embriones llegan a la etapa de blastocisto (126, 127).

Por otro lado, PGD-A mediante aCGH fue reemplazado por NGS, el cual
detecta las aneuploidias parciales o segmentales como resultado del aumento en
la resolucidn del analisis cromosdémico. Asi como también, presenta mayor
amplitud de analisis que permite detectar la presencia de mosaicismo en muestras
multicelulares (81, 128).

Thiel y col (2017) evaluaron 243 ciclos de ovodonacion para determinar
el efecto de la edad paterna en la tasa de embriones euploides por NGS, sin
encontrar diferencias significativas (129). Sin embargo, ellos no evaluaron si la
tasa de embriones mosaico aumenta conforme a la edad, lo que si realizo el

presente estudio, sin obtener diferencias.

Una limitacion en el analisis de PGD-A en este estudio es la poca cantidad
de ciclos y embriones biopsiados en el grupo de avanzada edad paterna en
comparacion con los otros grupos estudiados. En el analisis por aCGH y NGS, se
observa una disminucion en las tasas de embriones euploides, sin embargo no es
estadisticamente significativo (Tabla 6.4.3), se sugiere aumentar el nimero de
embriones en el grupo de avanzada edad paterna con el fin de tener resultados méas

robustos.

8. CONCLUSIONES
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Este estudio confirmd que la calidad seminal se deteriora a causa del
incremento de la edad del varon (>50 afios), evidenciandose por la disminucion
del volumen seminal y la motilidad progresiva sin afectar la concentracion
espermatica. Por otro lado, la avanzada edad paterna no disminuye las tasas de
fecundacién, no interfiere con la buena calidad embrionaria en dia 3 y 5, ademés

no modifica el nimero de embriones utilizables.

Asimismo, al evaluar las tasas de embarazo utilizando el punto de corte de
39 afos de la receptora, se demostré que la avanzada edad paterna no influye sobre

las tasas de embarazo bioquimico y clinico, y abortos espontaneos.

Por ultimo, el analisis mostrd que el incremento de la edad paterna (>50
afios) no influye sobre la tasa de embriones euploides al utilizar PGD-A por FISH,
aCGH o NGS.

Debido a los resultados controversiales encontrados en la literatura, se
sugiere seguir con las investigaciones acerca de la influencia de la edad paterna
en los resultados de los TRA, aumentando el nimero de ciclos en el grupo de
avanzada edad paterna con el fin de incrementar la confiabilidad del analisis
estadistico. Asi como también, realizar estudios con otro punto de corte de las
receptoras para evaluar la influencia sobre las tasas de embarazo, como lo sugieren

otros estudios.
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