Reproducciéon (México) 2022; 13: 5 de julio 1-7.

Evaluacion preimplantacional de
aneuploidias asociada con la calidad
seminal y edad del padre con la
donacion de 6vulos

Preimplantation evaluation of aneuploidies
associated with seminal quality and paternal
age with egg donation.
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Resumen

ANTECEDENTES: La repercusién de la edad avanzada del padre y de la calidad se-
minal en la fertilidad y salud de la descendencia sigue siendo un tema de estudio y
permanente analisis.

OBJETIVO: Analizar la posible asociacion entre la edad del padre y la calidad seminal
en las tasas de aneuploidia de embriones obtenidos por donacién de 6vulos en una
clinica de reproduccién asistida del Noroeste de México

MATERIALES Y METODOS: Estudio retrospectivo y observacional efectuado en
una clinica de fertilidad de Tijuana, Baja California, entre los meses de julio de
2019 a febrero de 2021. Criterios de inclusion: parejas con perfil étnico distinto,
clasificadas por su ascendencia, que recibieron esquemas de FIV-ICSI con ovodo-
nacion y tamizaje genético preimplantacional de aneuploidias (PGT-A). Criterios
de exclusién: pacientes con anomalias estructurales o enfermedades monogénicas.
Se calcularon intervalos de confianza de 95% (IC95%) y las variables continuas
se analizaron con las pruebas U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis. La p < 0.05
se considerd estadisticamente significativa. Los analisis estadisticos se procesaron
en el programa SPSS 25.0 (IBM).

RESULTADOS: Se analizaron 44 parejas con ovodonacién, en las que se efectuaron
53 ciclos de FIV-ICSI y se obtuvieron 202 blastocistos. Se reporté calidad seminal
normal en 20 pacientes, alteracién leve en 17, moderada en 5 y severa en 2. Las tasas
de aneuploidia por calidad seminal fueron: calidad normal: 34 de 98 aneuploides.
En el grupo de calidad leve 30 de 82 aneuploides; calidad seminal moderada en 5
de 19 aneuploides y calidad seminal severa en 1 de 3 aneuploides. La cantidad de
embriones euploides y aneuploides, asi como la tasa de aneuploidia entre los grupos
no fue estadisticamente significativa (p > 0.05).

CONCLUSION: En esta investigacién no se encontré asociacion significativa entre
las variables de edad del padre, calidad seminal y estado de euploidia-aneuploidia en
blastocistos. La informacion obtenida enriquece la evidencia cientifica de las técnicas de
reproduccioén asistida y aporta un conocimiento valioso para investigaciones posteriores.

PALABRAS CLAVE: Aneuploidias; edad del padre; calidad seminal; donacién de 6vulos;
FIV-ICSI; euploidia-aneuploidia.

Abstract

BACKGROUND: The impact of the father's advanced age and seminal quality on the fer-
tility and health of the offspring continues to be a subject of study and ongoing analysis.
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OBJECTIVE: To analyze the possible association between paternal age and seminal
quality on the aneuploidy rates of embryos obtained by egg donation in an assisted
reproduction clinic in northwestern Mexico.

MATERIALS AND METHODS: Retrospective, observational study performed in a fer-
tility clinic in Tijuana, Baja California, between the months of July 2019 to February
2021. Inclusion criteria: couples with different ethnic profile, classified by ancestry,
who received IVF-ICSI schemes with ovodonation and with preimplantation genetic
screening for aneuploidy (PGT-A). Exclusion criteria: patients with structural anoma-
lies or monogenic diseases. 95% confidence intervals (95%CIl) were calculated, and
continuous variables were analyzed with Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis tests.
P < 0.05 was considered statistically significant. Statistical analyses were processed
in SPSS 25.0 (IBM).

RESULTS: Forty-four couples with ovodonation were analyzed, in which 53 IVF-ICSI
cycles were performed and 202 blastocysts were obtained. Normal semen quality
was reported in 20 patients, mild alteration in 17, moderate in 5 and severe in 2. The
rates of aneuploidy by semen quality were: normal quality: 34 of 98 aneuploids. In
the mild quality group 30 of 82 aneuploids; moderate seminal quality in 5 of 19 an-
euploids and severe seminal quality in 1 of 3 aneuploids. The number of euploid and
aneuploid embryos and the rate of aneuploidy between groups was not statistically
significant (p > 0.05).

CONCLUSION: In this research, no significant association was found between the
variables of father's age, seminal quality and euploidy-aneuploidy status in blastocysts.
The information obtained enriches the scientific evidence of assisted reproductive
techniques and provides valuable knowledge for further research.

KEYWORDS: Aneuploidies; Father's age; Semen quality; Egg donation; IVF-ICSI;
Euploidy-aneuploidy.
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ANTECEDENTES

Durante décadas, el estudio de los factores con-
tribuyentes al éxito reproductivo y a la salud de
la descendencia ha sido de particular interés.
Por lo tanto, la edad del padre y sus posibles
implicaciones en la fertilidad masculina cobran
gran relevancia. Esto debido a la observacion
del aumento promedio de la edad de los pa-
dres, como lo reportan Khandwala y su grupo,’
que pasé de 27.4 a 30.9 afios en una revision
de mds de 168 millones de nacidos vivos entre
1972y 2016.

Si bien la mayor parte de las aneuploidias son
consecuencia de anomalias en la segregacion

cromosOmica durante la meiosis, son mas fre-
cuentes durante la ovogénesis, en particular en
meiosis | en comparacion con la espermatogé-
nesis, con una prevalencia estimada del 30% en
mujeres de 30 afios y casi el 90% en mujeres
mayores de 44 afos con deseo reproductivo.?

La contribucion de las aneuploidias asociadas
con la edad avanzada del padre sigue suscitando
controversia. A casi 100 afios del reporte de la
asociacioén entre la edad avanzada de la madre y
la trisomfa 21, adin sigue la discusion de cuanto
contribuye la edad del padre y de la edad de co-
horte para para determinar que la edad del padre
es avanzada. Se estima que el 7% de los casos
de trisomia 21 son de origen paterno. Zaragoza
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y su grupo® sugieren que la edad avanzada del
padre tiene un efecto aditivo en la prevalencia
de sindrome de Down, cuando la edad de la
madre supera los 35 afios.

Por lo que se refiere a la calidad seminal,
algunos autores sugieren que no tiene una re-
percusion relevante en la tasa de aneuploidias
en embriones obtenidos mediante inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).*
Sin embargo, estas declaraciones son discutibles
porque se ha reportado menor incidencia de
anormalidades cromosémicas en pacientes con
zoospermia normal en contraste con quienes tie-
nen oligoastenoteratozoospermia o azoospermia
no obstructiva.®

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue:
analizar la posible asociacién entre la edad del
padre y la calidad seminal en las tasas de aneu-
ploidia de embriones obtenidos por donacién de
6vulos en una clinica de reproduccién asistida
del Noroeste de México.

MATERIALES Y METODOS

Estudio retrospectivo y observacional efectuado
en una clinica de fertilidad de Tijuana, Baja
California, entre los meses de julio de 2019 a
febrero de 2021. Criterios de inclusién: parejas
con perfil étnico distinto, clasificadas por su
ascendencia, que recibieron esquemas de ferti-
lizacién in vitro e inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoide (FIV-ICSI) con ovodonacién
y con tamizaje genético preimplantacional de
aneuploidias (PGT-A). Criterios de exclusion:
pacientes con anomalias estructurales o enfer-
medades monogénicas.

Antes de ingresar al programa de FIV-ICSI las
parejas se evaluaron con estudios de laborato-
rio convencionales, incluidos seminogramas y
perfiles hormonales. Se clasificaron conforme
a la calidad (alteracion) seminal en cuatro

grupos: normal, leve, moderada y severa. Se
consideraron alteraciones leves a la oligosper-
mia, astenospermia o teratozoospermia leve.
Alteraciones moderadas a la oligospermia,
astenospermia y teratozoospermia moderada.
Alteracién severa a la oligospermia, astenosper-
mia o teratozoospermia severa.

El protocolo de estimulaciéon ovarica conven-
cional se hizo de forma individualizada con
hormona foliculo estimulante recombinante
(Gonal-F Merk® 200 a 250 UI) y antagonistas
de la hormona liberadora de gonadotropina (Ce-
trorelix®; Cetrotide-Merk® 0.25mg). La dosis de
gonadotropinas se determiné en cada donadora
dependiendo del valor de la hormona antimiille-
riana y el conteo folicular antral. El antagonista
de hormona liberadora de gonadotropina se
administré cuando el foliculo mayor alcanzé
14 mm de diametro y el disparo se efectué con
agonistas de la hormona liberadora de gona-
dotropina: acetato de triptorelina (Gonapeptyl
Daily® 1.96 mg) cuando el tamafo folicular
alcanzado estuvo entre 17 y 18 mm; 34 a 36
horas después se programo la captura ovular.

Los ovocitos obtenidos se procesaron mediante
ICSI e incubaron en gotas de 40 pL (medio Glo-
bal®Total® w/HSA a 37°C, al 6.5% CO, y al 5%
O,). Posteriormente se confirmo la existencia de
dos prontcleos en el citoplasma y la expulsion
del segundo cuerpo polar. Los cigotos volvieron a
cultivarse, sin cambiarse de medio de cultivoy se
observaron hasta las 72 horas, cuando se evalu6
la calidad embrionaria conforme a los criterios
de Veeck.20.° Para los casos en donde se llevd
el cultivo embrionario a dia 4 y 5 los embriones
en ocho células volvieron a cultivarse en gotas
de 40 plL en medio nuevo Global® Total®.

Los blastocistos obtenidos de los ciclos de
FIV-ICSI fueron objeto de un analisis genético
embrionario para la deteccién de anomalias en
la cantidad de cromosomas (aneuploidias,
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PGT-A) con la técnica de secuenciacion de nueva
generacion (NSG). Esta prueba implica la ampli-
ficacion del genoma completo en embriones
obtenidos entre quinto al séptimo dia. Se utiliz6
la plataforma MiSeq de Illumina, con el propé-
sito de identificar aneuploidias cromosémicas
completas y mosaicismo. Ademds, para detectar
deleciones (pérdidas)-duplicaciones cuando la
aneuploidia segmentaria es mayor a 10 Mb. Una
de las limitaciones de esta prueba es que no
detecta poliploidias (triploidias o tetraploidias),
mosaicos de baja proporcién (menos de 20%),
disomias uniparentales o rearreglos cromosémi-
cos balanceados (inversiones o traslocaciones).
Las alteraciones cromosémicas reportadas
se clasificaron en: a) numéricas: trisomias y
monosomias; b) complejas: con mas de tres
alteraciones numéricas o segmentarias y ¢) aneu-
ploidias segmentarias: pérdidas o duplicaciones.

Los criterios para la toma de la biopsia embrio-
naria fueron: blastocistos expandidos grado 4, 5
y 6. A los embriones que alcanzaron la etapa de
blastocisto se les tom6 una biopsia de trofoecto-
dermo entre quinto al séptimo dia. De acuerdo
con la masa celular interna, se clasificaron en
tipos A y B. Por dltimo, para trofoectodermo
tipos A y B, segln los criterios establecidos de
Gardner.”

Los embriones se categorizaron conforme a la
edad del padre en tres grupos: grupo A: < 39
anos, grupo B: 40-49 anos y grupo C: > 50 anos.
La calidad seminal se clasifico en cuatro grupos:
normal, alteracion leve, moderada y severa.

La distribucion de la calidad seminal se determi-
né por grupo de edad. La cantidad de embriones
euploides-aneuploides, asi como la tasa de
aneuploidia entre los grupos de edad y calidad
seminal. Se calcularon intervalos de confianza
de 95% (IC95%) y las variables continuas se ana-
lizaron con las pruebas U de Mann-Whitney y
Kruskal-Wallis. La p < 0.05 se considerd estadis-
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ticamente significativa. Los andlisis estadisticos
se procesaron en el programa SPSS 25.0 (IBM).

RESULTADOS

Se analizaron 44 parejas con ovodonacion, en
las que se efectuaron 53 ciclos de FIV-ICSI y se
obtuvieron 202 blastocistos. Se report6 calidad
seminal normal en 20 pacientes, alteracién leve
en 17, moderada en 5 y severa en 2.

Los limites de edad de los padres fueron 27 y 62
afnos, con edad media de 41.8 + 8.1 afos que
se clasificaron en tres grupos etarios: grupo A: <
39 anos (n = 14), grupo B: 40-49 anos (n = 23)
y grupo C: > 50 afos (n= 7). En el grupo A se
incluyeron 48 embriones, en el B, 116 y en el
C 38 embriones.

La distribucion de la calidad seminal en el grupo
A fue normal en 6 hombres, leve en 1, moderada
en 1y severa en otro. En el grupo B la calidad
seminal se encontré normal en 10, leve y mode-
rada respectivamente en 3 y ningln paciente con
calidad seminal severa. En el grupo C la calidad
seminal normal se registré en 4, leve y modera-
da respectivamente en 1 en igual cantidad con
calidad seminal severa. La Figura 1 muestra la
distribucion de estos resultados. La calidad se-
minal entre los grupos no fue estadisticamente
significativa (p > 0.05).

Las tasas de aneuploidia por grupo de edad
fueron: en el grupo A: 23 de 48 aneuploides,
en el grupo B: 31 de 116 aneuploides y en el
grupo C: 16 de 38 aneuploides. La cantidad de
embriones euploides y aneuploides, asi como
la tasa de aneuploidia entre los grupos etarios
no fue estadisticamente significativa (p > 0.05).

Las tasas de aneuploidia por calidad seminal fue-
ron: calidad normal: 34 de 98 aneuploides. En el
grupo de calidad leve 30 de 82 aneuploides; cali-
dad seminal moderada en 5 de 19 aneuploides y
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Figura 1. Distribucién de la calidad seminal por grupo
de edad.

calidad seminal severa en 1 de 3 aneuploides. La
cantidad de embriones euploides y aneuploides,
asi como la tasa de aneuploidia entre los grupos
no fue estadisticamente significativa (p > 0.05).

De los 202 blastocistos analizados, 132 (65.34%)
fueron euploides; 46,XX (n = 65) 46,XY (n = 67)
el restante, 70 (34.65%) resultaron aneuploides.
De las trisomias (n = 32) 24 correspondieron
a autosomas y 8 a cromosomas sexuales. En
cuanto a las monosomias (n = 19) 14 fueron
autosomas y 5 cromosomas sexuales. Las
anormalidades cromosémicas complejas se
reportaron en 15 pacientes con afectacion en
autosomas y cromosomas sexuales, simultdnea-
mente. En 4 individuos se reporté microdelecién
o microduplicacién. Las trisomias fueron las
aneuploidias mas frecuentes (45.7%) en contras-
te con las monosomias (27.14%). Se reportaron
4 aneuploidias segmentarias, 2 microdeleciones

de laregion (22q), 1 caso de microdelecion (4p-)
y otro de microdelecién (5p-).

DISCUSION

Si bien uno de los principales objetivos a alcan-
zar con los procedimientos de reproduccién
asistida (FIV-ICSI) es obtener embriones euploi-
des, el estudio de los factores asociados es la
piedra angular. En la actualidad se ha reunido
suficiente evidencia cientifica que asocia a la
edad avanzada del padre con el incremento
en el riesgo de enfermedades monogénicas de
novo (neurofibromatosis tipo 1, acondroplasia,
craneosinostosis, etc.), ademas de enfermedades
de origen multifactorial, como los trastornos
del espectro autista. A pesar de ello no existe
suficiente evidencia que muestre asociacién
significativa entre la edad del padre con el estado
de euploidia-aneuploidia embrionaria.®9'°

Dos estudios recientes sefialan que los hom-
bres mayores de 50 afos, en ciclos de FIV-ICSI
reportaron significativamente mas espermato-
zoides con fragmentacion del ADN, baja tasa
de desarrollo de blastocistos, tasas mads altas
de aneuploidia global y cantidad significativa-
mente mayor de embriones con trisomias.” En
contraste, Carrasquillo y su grupo,’ con una de
las cohortes mas grandes y diversas estudiadas
a la fecha, investigé la repercusion de la edad
avanzada del padre en la prevalencia de aneu-
ploidia embrionaria en ciclos de fertilizacion in
vitro con 6vulos de donadoras, como un medio
para controlar los factores maternos, sin obte-
ner datos que demuestren asociacion entre la
edad del padre y el origen de las aneuploidias
embrionarias.

En este estudio, al comparar los diferentes gru-
pos etarios con la calidad seminal, asi como la
tasa de aneuploidias-euploidias no se encontré
diferencia estadisticamente significativa.
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En cuanto a la variable de la calidad seminal,
algunos estudios han reportado un incremento
en la incidencia de aneuploidia en varones con
parametros seminales anormales o en los que
tienen infertilidad por factor masculino.!" 1?13

Vozdova y colaboradores™ condujeron un
estudio en espermatozoides de varones con
diagnéstico de azoospermia no obstructiva y
encontraron mayor frecuencia de disomia de
los cromosomas 15 yY, diploidia por errores en
meiosis | y mayor tasa de nulisomia en compa-
racion con sus homélogos fértiles, ademds de
mayor tasa de embriones aneuploides. También
se ha descrito en varones con diagnéstico de
teratozoospermia severa un incremento en el
riesgo de aneuploidias que involucran a los
cromosomas sexuales (tres veces mds) en com-
paracion con individuos con teratozoospermia
moderada.’

En su estudio, Mazzilli y su equipo* incluyeron
1219 ciclos de FIV-ICSI, y reportaron que el
factor masculino severo afecta la competencia
embrionaria temprana, en términos de tasa
de fertilizacion y potencial de desarrollo. Sin
embargo, la tasa de euploidia y el potencial de
implantacion de los blastocistos obtenidos son
independientes de la calidad del esperma. Esto
concuerda con lo encontrado en este estudio
porque no se evidenci6é asociaciéon entre la
calidad seminal y la tasa de aneuploidia em-
brionaria.

El estudio de la contribucién del factor masculino
en lareproduccién humana es imprescindible. Es
posible que la investigacion aqui reportada esté
sesgada por el tamafo de la muestra.

CONCLUSIONES
En esta investigacién no se encontr6 asociacion

significativa entre las variables de edad del
padre, calidad seminal y estado de euploidia-

2022;13

aneuploidia en blastocistos. La informacién
obtenida enriquece la evidencia cientifica de
las técnicas de reproduccién asistida y aporta
un conocimiento valioso para investigaciones
posteriores.
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